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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1.1 Introducéo

O abacateiro (Persea americana Miller) da Lauraceae € originario da América
central e encontra-se distribuido em 67 paises, principalmente na América Latina,
Republica Dominicana, Indonésia e Estados Unidos (FAO, 2013). O género Persea
sp. se constitui de espécies polimorficas, compostas por variedades selvagens (var.
flocossa, var. steryermarkii, var. nubigena) e racas de interesse econémico: var.
americana Miller (West Indian); var. guatemalense (Guatemalenses) e var. mexicana
(drymifolia) (SCORA; BERGH, 1990; ASHWORTH; CLEQQ, 2003). A raga mexicana
mostra-se mais adaptada ao frio, enquanto que a guatemalense geralmente € mais
produtiva e apresenta frutos superiores em qualidade (SCORA; BERGH, 1990).

A &rea mundial destinada a cultura do abacateiro € aproximadamente 500.000
ha, sendo México o maior produtor (121.000 hda)., a Coldmbia o terceiro (25.000 ha) e
o Brasil o oitavo (11.000 ha) (FAO, 2013). No Brasil existem aproximadamente 11.000
ha, sendo S&o Paulo o principal Estado produtor, com 54% do total nacional
(DORIZZOTTO et al., 2011). Dentre a producao comercial, os cultivares tipo Hass séo
0s mais plantados em pomares que objetivam a producao para exportacdo (CRANE
et al., 2013), devido, entre outras caracteristicas, a sua adaptabilidade e conservacao
na pos-colheita, assim como a alta produtividade (ERNST, 2007).

O panorama do consumo € também crescente, possivelmente devido aos
beneficios na saude humana. Segundo Hoffmann (2010), h&a crescente evolucao do
consumo per capita de abacate nos ultimos anos, sendo, porém, ainda muito inferior
ao consumo de outros tipos de frutos disponiveis no mercado.

As pesquisas desenvolvidas com abacateiro contextualizam novas abordagens
gue vem sendo feitas nesta espécie. Propriedades fitoterapéuticas de compostos com
atividade farmacéutica, como vasodilatador, antiviral, antioxidante (YASIR; DAS;
KHARYA, 2010), agente antileucémico (LEE et al., 2014, 2015), entre outras, tém sido
referenciadas. Até 2014, mais de 60% das pesquisas com abacateiro respondem a
assuntos relacionados com a producéo agricola; no entanto, a medicina, bioquimica,

meio ambiente e similares sdo também abordadas e estudadas (Figura 1).
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1991-2014 (a) e 2014 (b). Fonte: Adaptado de: Searchcrossref.org



1.2 Revisao de Literatura

1.2.1 Propagacao de abacateiro no contexto da abacaticultura comercial

A tendéncia mundial na fruticultura comercial demanda, cada vez mais de
estratégias agrondmicas que maximizem a produtividade e uniformidade dos sistemas
de producéo, ndo s6 como ferramenta de mercado para diminuir custos de producao,
mas também para superar a limitacdo pela falta de mao de obra no setor agricola
(DORANTES; PARADA; ORTIZ, 2004), bem como para diminuir os custos ambientais
e sociais associados a producdo em grande escala (COOK, 1983; CASWELL;
SALGUERO-GOMEZ, 2013; VILLAFAN VIDALES; AYALA ORTIZ, 2014).

As limitacBes, além das referidas anteriormente, sdo especificas do local de
produgdo e devem ser consideradas, tais como a variabilidade nos precos de
comercializacdo (DORANTES; PARADA; ORTIZ, 2004), industrializacdo ou
aproveitamento dos subprodutos (WEATHERBY; SORBER, 1931; GEISSMAN;
DITTMAR, 1965; UFODIKE; ARAZU; OCHINYABO, 2006; IDRIS; NDUKWE; GIMBA,
2010; DABAS et al., 2011). Porém, no contexto agronémico, a falta de material vegetal
de qualidade para estabelecimento de novos pomares € a principal limitacao.

Por macropropagacdo, a producdo comercial de mudas de abacateiro é
realizada via enxertia de variedades comerciais sobre porta-enxertos com
caracteristicas de interesse, cuja obtencéo € principalmente via semente, comumente
de plantas com polinizagéo aberta, de origem genética desconhecida ou por clonagem
via enraizamento de caule previamente estiolado segundo o protocolo inicialmente
descrito por Frolich (1951) (ERNST; WHILEY; BENDER, 2013),.

Por sua vez, a propagacéo in vitro é o resultado da aplicacdo de ferramentas
gue se baseiam na expresséo da totipoténcia celular, usando diferentes estruturas,
tecidos ou células para obtencdo de organismos ou partes, idénticos geneticamente
ao doador. Em plantas, entre as técnicas usadas para micropropagacdo citam-se a
organogénese direta a partir de shoot tips, miniestacas, gemas axilares e raizes, além
de resgate de embrides zigodticos (GEORGE; HALL; KLERK, 2008).

Cada técnica tem problemas especificos que devem ser superados durante as

diferentes fases da micropropagacado, desde a selecdo das plantas matrizes até a
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aclimatacéo das plantulas (OLMOS; LUCIANI; GALDEANO, 2004; JAIN; ISHII, 2012).

Os problemas mais frequentes que devem ser superados na micropropagacao
de frutiferas estdo associados com a juvenilidade das plantas matrizes, bem como a
contaminacao e oxidacao dos explantes nas primeiras fases do processo (JAIN; ISHII,
2012).

No Brasil, destacam-se na producdo comercial de mudas de espécies frutiferas
por micropropagacao: banana, abacaxi, citros, morango, maca, amora, uva, maracuja,
mirtilo, marmelo, pera, guarana, figo e acai (CARVALHO; RODRIGUES; SANTOS,
2012).

No caso do abacateiro, a propagacdao in vitro como alternativa para obtencéo
de mudas, através de diferentes técnicas, tais como organogénese, embriogénese
somatica e resgate de embrides, tem sido estudada (SCHROEDER, 1979; PLIEGO-
ALFARO; MURASHIGE, 1987; MOHAMED-YASSEEN, 1993; BIASI, 1995;
WESSELS, 1996; VINA et al., 1999; BARCELO-MUNOZ et al., 1999; PLIEGO-
ALFARO et al., 1999; RAHARJO; LITZ, 2005; AVENIDO et al., 2007; SANCHEZ-
ROMERO et al., 2007; FUENTES et al., 2013; ENCINA et al., 2014), porém poucos
sé@o os exemplos de produgéo comercial.

O resgate de embrides zigéticos para producdo de mudas transgénicas
(PERAN-QUESADA et al., 2004) de embrides somaticos para formacéo in vitro de
mudas matrizes (PERAN-QUESADA et al., 2004; AVENIDO et al., 2007; ENCINA et
al., 2014) e de lamina foliar, embrides imaturos, caule, mesocarpo, flores e
cotilédones, para inducédo de calogénese (MOHAMED-YASSEEN, 1993) tem sido
também estudado.

Comum as técnicas anteriormente referidas, o uso de explantes provenientes
de plantas adultas é limitado principalmente pela alta contaminagéo e baixa eficiéncia
no estabelecimento e enraizamento (AVENIDO et al., 2007; ZULFIQAR et al., 2009).

No entanto, entre os métodos referidos, ha controvérsias quanto as vantagens
e desvantagens, baseadas em varios aspectos, tais como: homogeneidade, sanidade
e produtividade do material (WOLSTENHOLME, 2003; DOUHAN et al.,, 2006;
WHILEY; GIBLIN; WHILEY, 2007; ERNST; WHILEY; BENDER, 2013;
GOLDSCHMIDT, 2014).

A discussédo sobre a obtencéo de porta-enxertos por semente ou clonagem esta
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aberta e sdo diversos os critérios expostos, diante das experiéncias com outras

culturas, e as particularidades préprias da abacaticultura mundial. A seguir seguem

algumas opinides pessoais de pesquisadores em abacate no mundo, sobre a

pergunta: Semente ou clone na produgao comercial de mudas para porta-enxerto de

abacateiro?

“Lo ideal es usar clones para produccion comercial. Clones que tengan
caracteristicas deseadas para el lugar de producciéon tomando en cuenta
clima, tipo de suelo, calidad de agua y resistencia a enfermedades y
arquitectura del patrén. Debido a la alta variabilidad de las semillas debido a
su condicién hibrida no es recomendable para produccion comercial.” —
Patricia Manosalva, Assistant Professor & Director of the Avocado Rootstock
Breeding Program- Plant Pathologist, Molecular Biologist and Biochemis, UC
Davis.

“Es una pregunta que no es facil responder, ya que ambos tienen ventajas y
desventajas. La produccién de plantas de semilla cuenta con diversidad
genética, lo que considero ser una tremenda ventaja al conferir una base
genética mas amplia a las plantaciones comerciales (evitando lo que pasa en
citricos en Brasil con el limao Cravo, por ejemplo). Otra gran ventaja de las
plantas de semilla es su menor costo. La desventaja es que no permiten
mantener caracteristicas deseadas como resistencia a enfermedades o
condiciones ambientales y que no funcionan bien en casos de replante. Por
otro lado, los clonales garantizan mantener caracteristicas deseadas bastante
especificas, pero ademas de su mayor costo, es mucho mas dificil producir
las plantas y establecerlas en campo, por lo que su uso esta restringido a un
namero pequefio de productores mas tecnificados. Tampoco permiten
plantaciones en alta densidad.” — Dra. Tatiana Cantuarias-Avilés, Avocado
Crop Advisor and Researcher, Brasil.

“The question of “Seedling or clonning in the commercial production of
avocado rootstock?” is still a matter of controversy. It depends on the soil,
climate and disease potential. In many countries or areas such as south
Florida and Chile, the majority of production is on seedling rootstocks. In areas
with Phytophthora root rot, such as South Africa and California, many people
think that Phytophthora resistant rootstocks are better than seedling
rootstocks. However, in Australia, where there is Phytophthora, a large study
by A.W. Whiley showed no difference in yields throughout the country
between seedling and clonal rootstocks. Seedling rootstocks tend to be
variably because of the genetic diversity. Clonal rootstocks produce a more
uniform trees. However, which type of rootstock is better is still a matter of
controversy.” — Bruce Schaffer, Ph.D. Professor of Plant Physiology, Tropical
Research and Education Center, University of Florida.

“l have nothing surprising to say. It would seem to me that once a successful
rootstock is identified (successful for a certain soil and environment), it would
make more sense to propagate it by vegetative cloning, so that all trees (in
this particular soil/environment) will have this successful rootstock. A relatively
easy and inexpensive way to produce clonal rootstocks is necessary, so that
this option is affordable. It is always worthwhile to keep a large variety of
seedling rootstocks in store, so that if a new soil disease appears, or the
quality of water is changed, one can rapidly find a new genotype that is more
appropriate for use.” — Alon Samach, Associate Professor, The Robert H.



Smith Faculty of Agriculture, Food and Environment The Hebrew University of
Jerusalem.

“Definitivamente el uso de clones en plantaciones comerciales le dan la
seguridad al productor que contara con un portainjerto que provocara una
gran uniformidad, la cual facilita el manejo y de acuerdo a las caracteristicas
de cierto portainjerto se expresaran para dar resistencia o tolerancia a
factores bidticos y abidticos, entre otros tipos de caracteristicas vegetativas o
productivas que puedan modificar al injerto.” — Alejandro Barrientos-Priego,
Professor-Investigador, Departamento de Fitotecnia, Universidad Auténoma
Chapingo.

No entanto, assumir a tolerancia a patbgenos como unico critério de selecao
de materiais, pode desenvolver maiores problemas nas areas de producdo de
abacate, uma vez que aumenta os riscos em termos de estabilidade das culturas, pois
um mesmo genotipo ndo responde adequadamente a todas as condi¢fes limitantes
em um cultivo, tais como salinidade, clima, disponibilidade de nutrientes (DOUHAN,
2009; FASSIO et al., 2009), nem a resposta diante dos patdgenos potenciais como
Rafaellea lauricola (INCH; PLOETZ, 2012), llyonectria macrodidyma (VITALE et al.,
2012), P. citricola, P. palmivora, P. parasitica, Verticillum albo-atrum, Armillaria
mellea, Rhizoctonia solani, Rosellinia necatrix, Sclerotium rolfsii, Sclerotium
sclerotiorum e Clitocybe tabescens (ZENTMYER, 1976; DARVAS, 1978; PEREZ-
JIMENEZ, 2008).

1.2.2 Phytophthora cinnamomi Rands

Phytophthora cinnamomi Rands (1922) € um patdgeno cosmopolita e tem sido
isolado de mais de 700 espécies vegetais, especialmente das lenhosas, causando a
doenca conhecida comumente como podridéo radicular (FARR; ROSSMAN, 2015) em

diversos paises do mundo, entre eles no Brasil (Figura 2).



Phytophthora cinnamomi (PHYTCN)

Figura 2. Distribuicdo atual de Phytophthora cinnamomi no mundo. Fonte: EPPO,
2015.

O ciclo biologico de Phytophthora cinnamomi € complexo e consiste de diversos
mecanismos que favorecem sua disseminagdo e persisténcia (Figura 3) sendo
determinado por fatores como, presenca de agua livre no solo, oxigénio, hospedeiros
e dos dois tipos sexuais compativeis (Al e A2) para seu cruzamento genético (LINDE
et al.,, 1997; COLLINS et al., 2012; MARTIN et al., 2012; CRONE et al., 2013), sendo
estes tipos sexuais reportados no Brasil (SANTOS et al., 2014).



infec‘tadas.{(\
ciclo continua

Micelio crescendo e
tecido infetad

Zoosporos

Esporangios

gEporos liberados
dando" em agua

Esporangios e
_ clamidosporas
se formando a
artir do micelio

TRENDS i Pent Scerce

Adaptado de: Baetz e Martinoia & Dieback working group

Figura 3. Ciclo biolégico de Phytophthora cinnamomi entre o substrato e o tecido radicular, detalhando a participacéo da raiz, na
atracao inicial dos zodsporos (A) participacao da matriz da mucilagem na defesa da planta (B) e liberacdo de metabolitos

gue participam no controle do patégeno (C) e fases subsequentes entre as raizes e rizosfera das plantas. Fonte: Adaptado
de Baetz e Martinola & Dieback working group.
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A podridédo radicular causada por Phytophthora cinnamomi segue sendo a
principal limitacdo na abacaticultura comercial e sua disseminacdo tem sido
referenciada em mais de 147 paises, entre eles no Brasil (PLOETZ, 2013; EPPO,
2015).

No Brasil, como em outros paises produtores de abacate, as condi¢cdes
agrocliméticas sado favoraveis para o desenvolvimento da cultura, mas também para
a disseminacdo do patdgeno, o que, associado a praticas inadequadas de
estabelecimento e manejo da cultura, incidem no aumento da disseminacdo nao sé
em plantios comerciais (SAVITA; AVINASH, 2012; SANTOS et al.,, 2014), mas
também em ecossistemas naturais (DOS SANTOS et al., 2011).

Os programas de selecdo e melhoramento, assim como o critério de selecao
de porta-enxertos em termos de sanidade, tém sido focados principalmente na
expressao e estabilidade da resisténcia dos porta-enxertos a Phytophthora cinnamomi
(CRANE et al., 2013).

1.2.3 Porta-enxertos ‘Duke 7’ e ‘Toro canyon’

Entre os materiais tolerantes a Phytophthora cinnamomi mais utilizados a nivel
mundial como porta-enxertos, tem-se: Thomas, Toro canyon (Figura 4a, b, c), Duke 7
(Figura 4d, e, f), G22 e G55 (MENGE et al., 2012). Entre a década de 40 e 50, na
procura por fontes de resisténcia, foram selecionados dentre a cultivar Duke, ‘Duke 6’
e 0 ‘Duke 7' como tolerantes a P. cinnamomi. Nas condi¢cBes da Califérnia, ‘Duke 7’
tem sido amplamente difundido nas regides produtoras de abacate, no entanto, nao é
o porta-enxerto mais utilizado no México, maior exportador mundial desta fruta, devido
ao uso de materiais nativos propagados por semente (FERNANDEZ-PAVIA; DIAZ-
CELAYA; RODRIGUEZ-ALVARADO, 2013).



Figura 4. Fruto (a) semente (b) e planta adulta (c) dos materiais de abacateiro ‘Toro
canyon’ (superior) e ‘Duke 7’ (inferior).

Além da tolerancia do ‘Duke 7’ a Phytophthora cinnamomi, o material adapta-
se as condicdes ambientais das principais regides produtoras no mundo e é
compativel com a cultivar Hass (WHILEY; SCHAFFER; WOLSTENHOLME, 2002),
cuja importancia foi referida anteriormente. No entanto, Andrade et al. (2012),
observaram que em ambiente sob 17 °C, os porta-enxertos Teplec, D7 e Thomas
tiveram 20, 50 e 51% de plantulas afetadas por P. cinnamomi.

O porta-enxerto Toro canyon, da raca mexicana, foi originalmente selecionado
pela sua sobrevivéncia em uma éarea sob incidéncia de Phytophthora cinnamomi
(STAUFFER, 1986), porém, quando avaliado na fase de muda como porta-enxerto foi
considerado em tolerancia intermediaria (GABOR, 1991). Sob outras condi¢des de
producédo, o ‘Toro canyon’ tem sido referido também como adaptavel a solos salinos
e com presenca de Phytophthora citricola (MICKELBART; ARPAIA, 2002).
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1.2.4 Ferramentas biotecnoldgicas na superacédo das limitagdes para producédo

de abacate

Associado ao desenvolvimento de técnicas in vitro para multiplicacdo e
transformacdo genética, referidos anteriormente, outras ferramentas das chamadas
“omicas” vem auxiliando no entendimento de problemas fitossanitarios, entre eles, o
causado por P. cinnamomi.

No estudo do secretoma do patosistema planta - Phytophthora sp., sabe-se,
por exemplo, que o patdgeno utiliza metabdlitos de reconhecimento e fixacdo ao
hospedeiro numa primeira fase (HARDHAM, 2001) e posteriormente de infecgao e
degradacdo dos tecidos, dependendo do nivel de tolerancia do hospedeiro, assim
como do comportamento do patégeno (necrotrofico/hemibiotrofico) (OBWALD et al.,
2014).

Nessa interacdo planta-patdgeno, produto da coevolucdo, varios sao 0s
mecanismos envolvidos, que refletem em niveis diferentes de tolerancia ou
susceptibilidade, muitos deles usando como elicitores as proteinas chamadas PR
(Pathogen related, por suas siglas em inglés) relacionadas com patogénese
(FERREIRA et al., 2007). Aproveitando-se destes mecanismos, modelos para o
silenciamento de RNA’s no intuito de obter de porta-enxertos tolerantes, vém sendo
testados (MITTER, 2012).

Por sua vez, usando ferramentas de protedmica em abacateiro tem se
identificado de modo preliminar proteinas associadas com a tolerancia de porta-
enxertos a Phytophthora cinnamomi (ACOSTA-MUNIZ et al., 2012) e com a
regeneracdo de embrides somaticos (GUZMAN-GARCIA et al., 2013).

Diante do anteriormente exposto, os testes relacionados neste trabalho
objetivaram se aproximar da resposta da pergunta: A progénie de matrizes de
abacateiro tolerantes a Phytophthora cinnamomi mantém a tolerancia dos parentais.
Alem disso visaram abordar aspectos relacionados a introducéo in vitro de explantes

dos materiais Duke 7 e Toro canyon.
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CAPITULO 2 - indice de clorofila e eficiéncia quantica do fotossistema Il em
plantulas de Persea americana Miller: padronizacdo de

parametros para medicao

RESUMO - Parametros fisioldégicos padronizados para medicao fisiologica de
estresse, tais como indice de clorofila e fluorescéncia do fotossistema I, sdo
essenciais para sua determinacdo acurada em plantas sob condicbes de estresse.
Com o objetivo de normalizar os parametros para o aferimento do indice de clorofila
a, b e total e de eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm), ou fluorescéncia,
indicadores fisiologicos de condi¢cdes de estresse, mudas com seis meses de idade
de Persea americana Miller cv. 'Duke 7' e ‘Toro canyon', foram avaliadas sob
condicBes de casa de vegetacdo. Em cada planta, o indice de clorofila no perfil planta
foi medido da segunda até a décima quarta folha completamente expandida. A
fluorescéncia foi medida na terceira, quinta, sétima e nona folhas totalmente
expandida, comparando a interacao entre tempo de exposicao e intensidade da fonte
de luz, assim como do tempo de pré-ajuste ao escuro da folha; também foi comparada
entre o lado esquerdo e direito da folha. O indice de clorofila néo foi diferente entre o
lado esquerdo e direito, mas foi diferente entre os materiais testados, sendo
observado o maior, no '‘Duke 7', entre a folha nona e catorze, enquanto que, entre as
folhas de 'Toro canyon' ndo houve diferenca. Para Fv/Fm houve interacdo dos trés
fatores em ambos os materiais, sendo que o0 maior tempo de exposi¢do (nove
segundos), bem como menos tempo para aclimatagdo no escuro e baixa intensidade
de exposicdo ndo induziram niveis altos de fluorescéncia. Em ambos os materiais, a
exposicao a 100% da intensidade da luz, durante 7 segundos, depois da aclimatacao
ao escuro entre 25 e 30 minutos foi a combinacdo mais adequada para a medicao da
eficiéncia quantica do fotossistema Il.

Palavras-chave: abacateiro, fotossistema Il, Fv/Fm, indice de clorofila, parametros
fisiologicos
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CHAPTER 2 - Standardizing parameters for chlorophyll index and PS Il guantum
efficiency assessment of Persea americana Miller seedlings

ABSTRACT - The standard physiological parameters for assessing stress
physiology, of plants, such as chlorophyll index and photosystem Il fluorescence, are
essential for measuring reactions of plants to stress conditions. To help standardize
the parameters for chlorophyll indices of chlorophylls a, b, and total and the
fluorescence of photosystem Il (Fv/Fm), which are physiological indicators of stress
conditions, 6-mo-old seedlings of Persea americana Miller. cv. ‘Duke7’ and ‘Toro
canyon’, were evaluated under shade-house conditions. For each plant, chlorophyll
indices were measured from the second through the fourteenth fully expanded leaves.
Fluorescence was measured in the third, fifth, seventh, and ninth fully expanded leaf,
comparing both, time and intensity to exposure light source, and the time for dark pre-
adjustment of the leaf; was also compared both right and left side of the leaf.
Chlorophyll indices were not different between the left and right side of the leaf but
were different between varieties with '‘Duke 7' having the highest value from the eighth
leaf, while leaves tested for “Toro canyon’ did not show a difference. For Fv/Fm, there
was an interaction among the three factors in both materials, previously mentioned.
The longest exposure time (nine seconds) as well as the shortest time for acclimation
to darkness, and lowest exposure intensity did not induce maximum fluorescence
levels. On both avocado cultivars, exposure to maximum light intensity for 7 seconds,
and 25 to 30 minutes of acclimation to darkness, was the most favorable combination
allowing the measurement of photosynthetic efficiency.

Keywords: Avocado, Fv/Fm, photosystem Il, chlorophyll index, physiological
parameters
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2.1 Introducéao

O abacateiro (Persea americana Miller) € uma planta C3 (WENG; LAI, 2005),
nativa de regides tropicais e subtropicais. Apresenta folhas dispostas em espiral
quando se encontra em estadio de plantula, com diferencas de caracteristicas foliares,
como a presenca de pubescéncia, espessura das folhas e concentracao de clorofila,
sendo estas caracteristicas importantes que refletem na eficiéncia da captacéo de luz
e na fotossintese (MANDEMAKER, 2008).

Trés variedades botanicas de abacateiro sdo reconhecidas, sendo elas:
americana Miller (West Indian); guatemalense (guatemalense) e mexicana (drymifolia)
(SCORA; BERGH, 1990; ASHWORTH; CLEQQ, 2003), com diferencas associadas
as estratégias de aclimatacdo aos fatores bidticos e abibticos que afetam a planta
(ASHWORTH; CLEQQ, 2003) sendo estas variagbes genéticas associadas com
caracteristicas tais como altura, teor de clorofila entre outros (SCHAFFER; WHILEY,
2003).

Dentre os fatores bibticos, patégenos como Rosellinia necatrix Prillieux,
Rafaellea lauricola T.C. Harr., e Phytophthora cinnamomi Rands, causam doencas
potencialmente limitantes; sendo este Ultimo, 0 oomicete mais devastador da cultura
comercial de abacateiro (GEORGE, 1956; GABOR, 1991; DOUHAN et al., 2011).
Além disso, fatores abidticos como salinidade, hipéxia radicular, temperaturas
extremas e outros podem afetar a abacaticultura (OYARCE; GUROVICH, 2010;
SCHAFFER et al., 2013).

Dos anteriores, a raca mexicana € considerada a mais tolerante a baixas
temperaturas, enquanto que a Antilhana e a Guatemalense s&o mais tolerantes a
Phytophthora cinnamomi (DOUHAN et al., 2011; PLOETZ, 2013). Dos materiais
usados como porta-enxerto, 'Topa-topa' e '‘Dusa’ sdo suscetiveis a Rosellinia, mas o
primeiro é considerado altamente tolerante a P. cinnamomi (MARTINEZ-FERRI et al.,
2016). Por sua vez, 'Duke 7', um hibrido obtido a partir da raca mexicana, e "Toro
canyon', hibrido mexicano x americana, sdo materiais amplamente utilizados como
porta-enxertos (CRANE et al., 2013).

Variacdes fisiologicas, tais como o estresse oxidativo em diferentes graus,

causadas por fatores bidticos e abidticos envolvem respostas de sinalizacdo e



24

expressao génica, que afetam a eficiéncia fotossintética. Em particular, as condi¢des
de estresse biotico e abiodtico limitam o metabolismo fotossintético e mesmo a
irradiancia moderada pode resultar em reacfes foto-oxidativas (PAPAGEORGIOU,
2004; PAPAGEORGIOU; TSIMILLI-MICHAEL; STAMATAKIS, 2007; BJORN et al.,
20009).

Para medicdo das caracteristicas fisioldégicas previamente referidas causadas
pelo estresse, ferramentas in situ podem ser utilizadas (OYARCE; GUROVICH, 2010;
ASHRAF; HARRIS, 2013; SARWAT; AHMAD; ABDIN, 2013) bem como para
determinar as respostas iniciais que podem servir na deteccéo precoce de doengas
(MARTINEZ-FERRI et al., 2016). Entre elas, a eficiéncia quantica do fotossistema I
(FS 1) ou fluorescéncia e o indice de clorofila s&o os parametros in situ mais comuns
de avaliacdo néo destrutiva (BAKER, 2008).

A fluorescéncia pode ser avaliada por indu¢do com luz modulada ou continua,
constituindo o melhor reflexo da eficiéncia quantica do FS Il, além de ser facilmente
aclimatavel a condi¢des in situ (MORENO; VELA; ALVAREZ, 2008). A relacdo Fv/Fm
entre a fluorescéncia variavel (Fv) e a fluorescéncia maxima (Fm) € considerada como
uma caracteristica importante na determinacéo da eficiéncia quantica do FS Il através
da taxa de transporte de elétrons (MORENO; VELA; ALVAREZ, 2008; ASHRAF,;
HARRIS, 2013).

O valor de Fv/IFm depende de fatores tais como tempo de aclimatacdo ao
escuro da folha, a intensidade e a duracdo da exposicdo a luz (HALL; RAO, 1999;
WENG,; LAI, 2005; BUCHNER et al., 2013), e do contetdo de clorofila (HALL; RAO,
1999), fatores que podem variar entre e dentre espécies e cultivares, como no caso
de materiais 'Duke 7’ e “Toro canyon'.

A quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos como clorofila (chl) a, b e total
pode ser realizado por espectrofotometria, a partir de sua extracdo em solvente
organico (KHACHIK; BEECHER; WHITTAKER, 1986) ou determinada indiretamente
usando um medidor de clorofila, uma vez que ambos os métodos tém elevada
percentagem de correlacdo (RICHARDSON; DUIGAN; BERLYN, 2002).

Por sua vez, a relacdo chl a/b é considerada como uma caracteristica do
tamanho da antena para captura de luz do fotossistema, sendo a relacédo chl a/b

relativamente elevada (acima de 4) indicativa de uma antena pequena do FS Il
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(MATSUBARA et al., 2011), o que é caracteristico de folhas adaptadas ao sol,
enquanto que baixa propor¢cdo a/b sugere maior concentracdo de proteinas de
colheita e maior empilhamento tilacéides, ao mesmo tempo em que em plantas sob
condi¢cbes de alta irradiancia, o aumento da Chl a/b sugere que ha diminuicdo na
clorofila do FS Il e incremento na do FS | (REED et al., 2012).

Com base no exposto, dada a falta de parametros de padronizacdo para a
eficiéncia quantica do FS Il (Fv/Fm) e medicao do indice de clorofila, o objetivo deste
estudo foi estabelecer parametros para avaliacdo destas caracteristicas in situ em

mudas de abacateiro '‘Duke 7’ e ‘Toro canyon'.

2.2 Material e Métodos

Da colegdo de frutiferas da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
UNESP, Campus de Jaboticabal, (21°15'17"S, 48°19'20"W), mudas sadias de
abacateiro (Persea americana) cv. 'Duke 7' e ' Toro Canyon' foram obtidas a partir de
sementes de frutos de uma Unica arvore, de cada cultivar, de polinizacéo aberta. As
avaliacdes foram realizadas em maio de 2014.

As sementes foram desinfestadas com hipoclorito de sédio (NaOCI) 1% (i.a)
por 30 minutos, e aproximadamente 1 cm do 4pice da semente foi removido para
facilitar a germinacao. Em seguida, foi realizada a semeadura em recipientes plasticos
contendo dois litros de substrato comercial Plantmax™, previamente esterilizado com
calor imido, e mantidos sob condi¢cdes de casa de vegetagéo (53,42 umol m?s?te 22
+ 0.9 °C) para a germinagdo e desenvolvimento das plantulas, as quais foram
irrigadas diariamente, ndo havendo aplicacao de fertilizantes ou pesticidas.

Para o indice de clorofila, utilizando um medidor de clorofila (Falker, mod.
ClorofiLOG) foi usado o delineamento inteiramente ao acaso, estudando para cada
material os efeitos simples: lado da folha e posicao no perfil da plantula (Figura 5). Os

valores de indice de clorofila a, b e Total sdo calculados pelo instrumento.
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Figura 5. Diagrama para determinacdo dos parametros de avaliagdo do indice de
clorofila em mudas de abacateiro, desde a folha dois até a folha catorze
no sentido basipeto.

Para eficiéncia quantica do FS Il (Fv/Fm), as varidveis foram analisadas em
arranjo fatorial (6 x 6 x 4), sendo: 6 periodos de aclimatacao ao escuro (5, 10, 15, 20,
25 e 30 min); seis intensidade de luz de exposicao (50, 60, 70, 80, 90 e 100%) e quatro
tempos de exposicdo de luz (3, 5, 7 e 9 segundos). Para medir a fluorescéncia foi
usado fluorbmetro portatii (Hansatech, mod. PEA MK2), cuja unidade de
sensor/iluminacéo fornece luz vermelha (560 pmol m? s1) em quatro mm? de area

foliar (Figura 6).
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Figura 6. Diagrama para determinacdo dos parametros tanto da pré-aclimatacdo no
escuro quanto da duracgéo e intensidade da iluminacéo da area foliar para
medicao da fluorescéncia da clorofila em folhas de abacateiro.

Para determinar os valores de fluorescéncia foram considerados os valores de
FO e Fm e a relacdo Fv/Fm, onde FO = fluorescéncia inicial, Fm = fluorescéncia
maxima e Fv = fluorescéncia variavel (FO-Fm) (OQUIST; WASS, 1988). Medi¢bes de
Fv / Fm foram feitos no perfil da planta e também entre os lados direito e esquerdo da
parte superior da sétima folha, prévio a 25 minutos de aclimata¢do no escuro e 100%
da intensidade da luz durante sete segundos de exposigao.

Para a analise de imagem do espectro de cor das folhas de P. Americana,
ambos os materiais em estudo foram comparados (‘Toro Canyon’ e ‘Duke 7’). As
folhas foram coletadas seguindo a ordem descrita na medi¢éo de clorofila, da posicéo
superior para inferior e digitalizados usando Scanner Imagem IlI™. As imagens foram
analisadas com o software de imagem Image Master software 2D Platinum
ver. 7.0 ™ utilizando o filtro verde-azul.

Foi adotado delineamento inteiramente ao acaso, com sete repeticdes, sendo
gue em cada folha foram tomadas quatro medidas (duas de cada lado da nervura
central) e com base nos valores de clorofila a e b, a razéo a/b foi calculada.

A unidade experimental para cada material, ‘Duke 7’ e ‘Toro canyon’ foi



28

constituida de uma plantula com seis meses, sem sintomas visiveis de estresse. Para
a analise estatistica, as médias foram submetidas a andlise de variancia pelo teste F

e feito analise de regressao quando significativo.

2.3 Resultados e Discusséao

2.3.1 Lado e posicao da folha no perfil de plantulas de 'Duke 7' e 'Toro canyon’

para determinacéo do indice de clorofila

Observou-se o aumento do indice de clorofila em 'Duke 7' no perfil da planta
em funcdo da maturidade da folha, sendo o maior indice de clorofila a, b e total entre
as folhas 9 e 14, sem diferenca entre elas (Figura 7), enquanto que no 'Toro Canyon'
foi constante os indices de chl total (p = 0,8302), chl a (p = 0,72) e chl b (p = 0,84),
sendo em média 51,1 (CV = 11,30%), 37,3 (CV = 8,65%) e 13, 8 (CV = 20,84%),

respectivamente.
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Figura 7. Analise de regressao do indice de clorofila a, b e total no perfil das plantulas
de abacateiro. 'Duke 7' para determinagao dos parametros de avaliagao.



De modo similar observa-se variagdo no espectro de cor das folhas em fungao
do tempo de maturidade, sendo o 'Toro canyon' mais homogéneo através do perfil,
entanto que no 'Duke7' adquiriram tal caracteristica a partir da nona folha (Figura 8).
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Figura 8. Espectro de cor das folhas em mudas de abacateiro var. "Toro canyon'
(esquerda) e 'Duke 7'(direita) digitalizadas com Image Scanner III™ e
analisadas com Image Master software 2D Platinum ver. 7.0 ™ (Do menor
para o maior, o numero indica a posi¢éo da folha no sentido basipeto).

Segundo Menge et al. (2012) as diferencas, como as referidas anteriormente
no perfil comparativo dos dois materiais, podem ser sinais de variacao na eficiéncia
de captura de energia associadas com a diversidade genética do abacateiro, pois as
racas Americana, Guatemalense e Mexicana, diferem morfologica e fisiologicamente,
devido possivelmente as condi¢cdes do centro de origem. Assim, por exemplo,
Guatemalense e Mexicana se caracterizam pela folhagem verde na face adaxial
escura e mais clara na abaxial, claramente, como estratégia de adaptacdo para
interceptacdo da luz (WOLSTENHOLME; WHILEY, 1999), enquanto que a raca
Americana € caracterizada por folhagem mais clara. Particularmente, o 'Duke 7'
caracteriza-se pela folhagem verde escura na face adaxial e clara na abaxial, diferente
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do 'Toro Canyon' que é mais homogéneo (STAUFFER, 1986).

A determinacdo da diferenca na cor verde entre os materiais e no perfil da
planta € importante, pois permite ter nocdo da capacidade fotossintética, adaptacao,
condi¢cBes de crescimento entre outras (WOLSTENHOLME; WHILEY, 1999; OUMA,
2007), sendo que as referidas estdo associadas ndo s6 com o teor de clorofila, pois
a pigmentacgédo responde a interagdo de clorofilas, carotendides e outros pigmentos e
acessorios que variam com a idade, posicao da folha, estado nutricional da planta e
estresse biotico (TAIZ; ZEIGER, 2010).

Para Wolstenholme e Whiley (1999) nas folhas de abacateiro a maior
concentracao de clorofila (verde escuro) é funcionalmente importante desde que esta
€ associada com a fotoprotecdo do aparato fotossintético. Assim, pequenas folhas
com pigmento verde homogéneo em ambas as faces, bem como entrends curtos,
tipicos da raca Americana, associam-se com ambientes evolutivos menos limitados
pela luz. Em folhas de tabaco, a observacdo descrita por Chaves (1994) sugere que
0 pigmento € associado também com alteragbes no numero de estbmatos e
cloroplastos por unidade de area, bem como a atividade da ribulose-1, 5- difosfato-

carboxilase / oxigenase (RuBisCO).

2.3.2 Parametro de tempo de aclimatacdo no escuro, intensidade e tempo de
exposicao de luz na determinacao da eficiéncia quantica do fotossistema Il de

plantulas de 'Duke 7' e 'Toro canyon'

No presente trabalho, para estimacdo dos referidos parametros, a partir da
analise de variancia se observa a interacdo significativa entre os trés fatores: tempo
de exposicao a luz e intensidade com o tempo de aclimatagdo ao escuro para, ambos
os materiais, 'Duke 7' (Tabela 1) e 'Toro canyon' (Tabela 2) na inducdo de
fluorescéncia (razdo Fv/Fm); exceto para O primeiro, em que a interacdo da
intensidade com o tempo de exposicdo a luz ndo foi significativa. Observa-se
claramente a variagdo da eficiéncia quantica do fotossistema Il em funcdo da
intensidade da luz, independente do tempo de exposicao, e por sua vez sem diferenca
entre o lado direito e o esquerdo da folha, em ambos os materiais, em média de 0,737
(CV = 4,13%).
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Tabela 1. Andlise de variancia dos efeitos principais e as interagdes entre intensidade
luminosa, tempo de pré-aclimatacdo no escuro e tempo de exposicéo a luz,
na determinacéo dos parametros para medi¢cao da relacdo de fluorescéncia
Fv/Fm em plantulas de abacateiro 'Duke 7'.

Fonte de variacéao F
Intensidade de luz (A) 67.50**
Tempo de pré-aclimatacao no escuro (B) 79.25**
Tempo de exposicao a luz (C) 21.45*
AxB 4.15%*
AxC 1.49ns
BxC 14.11**
AxBxC 1.65**
Média geral 0.769
Erro padrao 0.014
C.V (%) 1.85

** Na coluna mostram diferenca significativa pelo teste F (p< 0,05) ao nivel de significancia de 5% pelo
teste F. NS = n&o significativo.

Tabela 2. Andlise de variancia dos efeitos principais e as interacfes entre intensidade
luminosa, tempo de pré-aclimatacdo no escuro e tempo de exposicdo a
luz, na determinacdo dos parametros para medicdo da relacdo de
fluorescéncia Fv/Fm em plantulas de abacateiro 'Toro canyon'.

Fonte de variacao F
Intensidade de luz (A) 74.07 **
Tempo de pré-aclimatacao no escuro (B) 63.43 **
Tempo de exposicao a luz (C) 21.06 **
AxB 2.33 **
AxC 10.72 **
BxC 1.80*
AxBxC 3.15 **
Média geral 0.783
Erro padrao 0.015
C.V (%) 1.90

** Na coluna mostram diferenga significativa pelo teste F (p< 0,05) ao nivel de significancia de 5% pelo
teste F. NS = n&o significativo.

Para'Duke 7', entre 25 e 30 minutos de aclimatacao da folha no escuro, resultou
em alta taxa de Fv/Fm, mas ndo no nivel mais elevado, quando comparado com 0s
outros fatores (Figura 9). Quando correlacionada com as outras variaveis, a referida
relacdo resulta em resposta crescente. Quando utilizados entre 25 a 30 minutos de

pré-aclimatacdo, ndo houve diferenca entre o tempo de exposicao a luz.
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Figura 9. Andlise de regressédo da interacdo entre intensidade luminosa e tempo de
pré-aclimatacdo no escuro na determinacdo dos parametros para
medicao da relacéo de fluorescéncia Fv/Fm em plantulas de abacateiro
‘Duke 7'.

O aumento da intensidade da luz resultou em diferenca significativa comparado
com os periodos de aclimatacdo no escuro, e, quando as folhas foram pré-aclimatadas
entre 5 e 10 minutos e utilizados 60 a 100% de intensidade de luz ndo houve diferenga
estatisticamente, mas quando a pré-aclimatacdo foi aumentada, a taxa de Fv/IFm
aumentou simultaneamente. Assim, com 30 minutos de pré-aclimatacdo, entre 60 e
100%, nao houve diferenca significativa (Figura 9).

Comparando a eficiéncia quantica do FS Il como uma funcéo entre o tempo de
exposicdo e a intensidade da luz, ndo houve interacdo significativa, no entanto,
guando analisado o tempo de exposi¢cdo com a intensidade, entre 5 e 7 segundos com
90 ou 100%, respectivamente, obteve-se o maior valor da eficiéncia. Quando a

intensidade da luz aumentou, esta se tornou inibitéria, e consequentemente a Fv/Fm
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diminuiu.
Semelhante ao observado na Figura 10, quando comparado com a interagao

entre o tempo de exposicao a luz e pré-aclimatacdo no escuro da folha, a Fv/Fm

aumenta como uma funcao desta ultima (Figura 10).
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Figura 10. Andlise de regressao da interacdo entre tempo de iluminacdo e tempo de
pré-aclimatacdo no escuro na determinacdo dos parametros para
medig&o da relacdo de fluorescéncia Fv/Fm em plantulas de abacateiro
'‘Duke 7'.

O tempo de exposicdo mais longo (9 segundos) induziu ao decréscimo na
eficiéncia quantica do FS Il nas plantulas de 'Duke 7', sugerindo que quando
iluminadas prolongadamente, o fotossistema atinge a maxima saturacdo ou
guenching. No entanto, baixa saturacdo e tempo curto de aclimatagdo no escuro, nao
refletiram em valores maximos quando comparado com exposi¢des entre 90 e 100%
da irradiancia.

Nas plantulas de 'Toro canyon’, o menor tempo de aclimatacao das folhas no
escuro em funcao da intensidade da luz limitou a estimulag&o de fluorescéncia, porém,

maior tempo de aclimatagéo induziu o aumento, ficando entre 25 e 30 minutos de
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aclimatacdo mais adequados para medir a eficiéncia quantica do FS Il. J& em relacdo
a intensidade da luz de 50 a 100%, independente do tempo de aclimatacdo ao escuro,

a Fv/Fm mostraram resposta linear positiva (Figura 11).
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Figura 11. Andlise de regressao da interacdo entre intensidade luminosa e tempo de
pré-aclimatacdo no escuro na determinacdo dos parametros para
medicdo da relacéo de fluorescéncia Fv/Fm em plantulas de abacateiro
"Toro canyon'.

Para o tempo de exposi¢ao a luz, os menores tempos testados néo refletiram
em valores elevados de Fv/Fm, enquanto nove segundos de exposicdo nas maiores
intensidades de luz testadas foram inibitérios. O pico maximo observou-se entre 90 e

100% de intensidade, apos 7 segundos de exposicao a luz (Figura 12).
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Figura 12. Andlise de regressdo da interacdo entre tempo de iluminacdo e a
intensidade da fonte de luz na determinacdo dos parametros para
medicao da relacdo de fluorescéncia Fv/IFm em plantulas de abacateiro
‘Toro canyon'.

A interacao significativa entre o tempo de exposicdo a luz e aclimatagdo no
escuro das folhas mostrou que pouco tempo de aclimatacdo ao escuro limita a
mensuracao eficaz e, independentemente do tempo de exposi¢ao a luz, o maior tempo
de aclimatacao resultou em maior valor da eficiéncia quéantica do FS Il; por sua vez, a

exposicdo entre 25 e 30 minutos, resultou nos maiores valores (Figura 13).
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Figura 13. Andlise de regressdo da interacdo entre exposi¢do luminosa e tempo de
pré-aclimatacdo no escuro na determinacdo dos parametros para
medicdo da relacdo de fluorescéncia Fv/Fm em pléantulas de abacateiro
‘Toro canyon'.

O resultado da alta saturacdo de luz em folhas por periodos curtos de pré-
aclimatacdo no escuro observados anteriormente, pode ser o reflexo da rapida
saturacdo da capacidade de transporte de elétrons do fotossistema sem ser
necessariamente a maxima (Fm) do sistema, pois segundo Papageorgiou (2004) a
iluminacado constante com elevada intensidade de saturacéo induz a diminuicéo tanto
da Fo como da Fm. Em concordancia com o anterior, foi observado, tanto em 'Duke
7' como 'Toro canyon', que para cada tempo de iluminacao foi atingido um valor
maximo de Fv/Fm, sendo que este parametro foi dependente da intensidade da
saturacao.

Em relacdo ao parametro de aclimatacdo para a medicdo direta da
fluorescéncia, o tempo de aclimatacdo no escuro do aparelho fotossintético, de acordo
com Moreno, Vela e Alvarez (2008) permite a reducdo do centro da reagdo do
fotossistema Il (FS Il) para estimar a resposta depois da saturagéo, entre 10 e 30
minutos de exposigdo da lamina foliar com 3000 pmol.m?s? por 1 a 10 segundos.
Assim, no presente trabalho, foi observado para ambos os materiais,

independentemente do tempo e da intensidade da luz de saturacéo, que entre 25 e
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30 minutos de pré-aclimatagdo houve maior Fm.

Por sua vez, de acordo com Schaffer e Whiley (2003), no estado de aclimatagéao
ao escuro ou FSIlI "fechado”, a duracdo das fases da fluorescéncia esta associada
com as condi¢des de iluminacéo do local, pois folhas crescendo na sombra precisam
de alta irradiancia para saturar todo o dossel em comparagdo com as que crescem
sob plena exposigao.

Para ambos os materiais foi o nivel de exposicdo de 100% por 7-9 segundos
depois da aclimatacdo no escuro entre 25 e 30 minutos, que resultou nos valores
méaximos de Fv/Fm, o que, de acordo com Ashraf e Harris (2013) é tipico em folhas
sadias, sendo na maioria das espécies entorno de 0,800, sendo valores inferiores
podem ser associados com a fotoinibicdo causada por algum tipo de estresse (ALVES;
MAGALHAES; BARJA, 2002; BAKER; ROSENQVIST, 2004; VAZ; SHARMA, 2011;
ZLATEV, 2014).

Finalmente, com abacateiro, Ploetz e Schaffer (1987) utilizando plantulas de
duas cultivares, avaliaram transpiracdo, condutancia estomatica e assimilacdo de
COg, no estresse causado por P. cinnamomi e alagamento, medidos na quinta folha
expandida, pré-aclimatada no escuro por 30 minutos, porém ndo se estabeleceram
parametros especificos. Também em pomares comerciais, para determinacdo da
fluorescéncia da clorofila como indicativo do estresse por temperatura, ndo houve
descricdo dos parametros para medicdo (WOLSTENHOLME; WHILEY, 1999).

2.4 Conclusoes

Entre as plantulas de ‘Duke 7’ e “Toro Canyon’ existem diferencas em termos
de indice de clorofila e eficiéncia quantica do FS II.

A determinacao do indice de clorofila (Chl a, b e total) nas plantas de 'Duke 7'
podem ser feitas a partir da nona folha; para 'Toro Canyon', ndo ha diferenca entre o
perfil. Para ambos os materiais, a determinagao pode ser feita tanto no lado esquerdo
como direito da nervura central das folhas.

Tanto para ‘Duke 7’ como para ‘Toro canyon’, 7 segundos de exposicao a luz
por um periodo de 25 a 30 minutos € a combinagcdo mais adequada para a medicéo

da eficiéncia quantica do fotossistema Il.
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CAPITULO 3 - Resposta de dois porta-enxertos de Persea americana, obtidos
por sementes, na presenca de Phytophthora cinnamomi Rands

RESUMO - A expanséo da cultura de abacateiro resulta no aumento da
demanda de mudas, tanto para porta-enxerto como para variedade copa, de qualidade
fitossanitéria e genética. A obtencéo de porta-enxertos € majoritariamente via semente
de frutos de materiais locais ou por alporquia. A qualidade genética e fitossanitaria
para obtencdo do porta-enxerto, definido pela demanda local ou limitagdes da regiéo,
baseia-se no uso de explantes de matrizes e de sementes livres de patdgenos,
especialmente Phytophthora cinnamomi Rands. Pelo anterior, analisou-se a resposta
de uma populacdo seminal dos materiais ‘Duke 7’ (D7) e ‘Toro canyon’ (TC), na fase
de muda, em interacdo com P. cinnamomi. Em mudas de seis meses de idade,
testaram-se trés métodos de inoculagéo, sendo dois no caule: com ou sem ferimento
mecanico na epiderme; ou no substrato. O delineamento experimental foi em blocos
completos ao acaso. A unidade experimental foi composta de dez plantas. Mediram-
se as variaveis biométricas: altura (cm), didametro (mm), taxa relativa de crescimento
(TRC) e por amostragem destrutiva, massa seca (g) da parte aérea (MSPA), radicular
(MSR), e total (MST), volume (VR) e densidade radicular (DR). Foram igualmente
aferidas o indice de clorofila A, B e Total durante 95 dias, e a eficiéncia quantica do
FS Il (zero, sete e 60 DAT). Caracterizou-se via microscopia o6tica e eletronica de
varredura a incidéncia do patégeno nos primeiros estadios da doenca. Os resultados
sugerem que P. cinnamomi pode desenvolver lesGes através de aberturas naturais do
tecido; porém, a lesdo desenvolvida foi maior no TC. Os indices de clorofila ndo
diferiram entre os tratamentos. Apdés trés meses, ndo houve diferenca dos indices de
clorofila entre os materiais e entre 0s tratamentos, nem interacdo entre as variaveis.
A Fv/Fm no periodo avaliado diferiu entre os materiais, sendo maior no D7, porém
apos dois meses, no D7 inoculado no substrato foi maior que no inoculado no caule.
Das variaveis biométricas, a interacdo entre os tratamentos e 0s materiais, em funcéo
do tempo sobre a altura e o diametro foi significativa. O D7 foi menor desde o comeco,
mas o crescimento em diametro do caule inoculado prévio ferimento foi menor. Pela
andlise da TCR, ndo houve interacdo entre os materiais e os tratamentos. Dos
materiais, a TCR em altura e diametro foi maior no D7 e o didametro quando inoculado
com ferimento, foi também reduzido. No final do experimento ndo houve interacédo
entre os fatores sobre a massa seca e o volume radicular. Da analise histoldgica,
observou-se maior divisdo celular na presenca do patdgeno e por microscopia
eletrdnica sugere-se gque o estabelecimento do patdégeno é sucedido da degradagéo
de tecido na regido de inoculagéo.

Palavras-chave: doencas do abacateiro, estresse biético, histologia, propagacéo
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CHAPTER 3 - Response of Persea americana seedlings inoculated with
Phytophthora cinnamomi

ABSTRACT - The increasing production areas results in the necessity of planting
material of quality for, both rootstock and scion variety of commercial interest, with
phytosanitary and genetic quality. Commercial production of avocado planting material
for rootstock is mostly through seeds obtained from fruits of local materials and more
recently by air layering. The genetics and plant quality for obtaining rootstock, defined
by local demands or limitations of the region is based on the use of explants and seeds
of healthy donor plants, especially free of Phytophthora cinnamomi Rands. Was
analyzed the behavior of avocado seedlings, interacting with P. cinnamomi, using
'‘Duke 7' (D7) and 'Toro canyon' (TC) cultivars. Using six months old seedlings were
tested three methods of inoculation of P. cinnamomi, being two in contact with the
stem: with or without the epidermis mechanically injured; and on the substrate. The
experimental design was randomized complete blocks. The experimental unit was 10
plants. Were measured: height (cm), diameter (mm), relative growth rate (RGR) and
by destructive sampling: dry weight (g) of shoots (SDW), roots (RDW) and total (TDW);
root volume (RV) and density (RD). Were also measured the chlorophyll index A, B
and Total during 95 days, and the Fv / Fm (zero, seven and sixty DAT). Was
characterized, using optical and scanning electron microscopy, the presence of the
pathogen in the early stages of the disease. Preliminary results suggest that P.
cinnamomi developed lesions on stem base through natural openings, being the
wounded area higher in the TC. The Chl indexes were not difference between
treatments, only the variation along the time of B and Total Chl differed between
materials. Three months later, there was no difference of Chl indices between
materials and between treatments or interaction between variables. The Fv/Fm was
different between the materials, being higher in D7, and after two months, higher in D7
inoculated in the substrate than through the stem. For biometric variables, the
interaction between materials and treatments, along the time, for height and stem
diameter, was significant. The D7 plants were shorter than TC, and the diameter
growth of previously wounded stem was lower. By the RGR analyses, there was no
interaction between materials and treatments. For both cultivars, height and diameter
RGR, was greater in D7, and comparing the treatments was lower when inoculation
with injury. At the end of the experiment, was no interaction between the factors on dry
weight and radicular volume. From histological analyses in the first stages of the
symptoms development, was observed higher cell division in the pathogen presence.
Observing electronic microscopy images, it was suggested that the pathogen
establishment (15 days), is succeeded by tissue collapsing and abundant mycelium
growth.

Keywords: avocado diseases, biotic stress, histology, propagation
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3.1 Introducéao

A producdo mundial de abacate para exportacéo € aproximadamente de cinco
milhdes de toneladas, sendo liderada pelo México (32%) seguida do Chile (9%) e
Estados Unidos (7%) (FAO, 2013), paises em que € comum a incidéncia da podridao
radicular causada por Phytophthora cinnamomi (FARR; ROSSMAN, 2015).

Phytophthora sp. € um Oomyceto que pertence ao reino Stramenipila. O género
€ constituido por aproximadamente 123 espécies, cuja auséncia de quitina na parede
celular, crescimento na auséncia de esterol, entre outras caracteristicas o diferenciam
dos fungos verdadeiros (RIBEIRO, 2013). Phytophthora cinnamomi € um patégeno
cosmopolita, do qual se tem referenciado mais de 700 hospedeiros, entre eles o
abacateiro (FARR; ROSSMAN, 2015).

Entre os fatores que favorecem a disseminacédo do patégeno salienta-se a
motilidade dos zodsporos e os diversos mecanismos de sobrevivéncia durante o seu
ciclo biol6gico (HARDHAM, 2005; JUDELSON; BLANCO, 2005; CRONE et al., 2013).
No entanto, sabe-se que alguns fatores no solo e na agua disponivel limitam seu
crescimento, tais como a presenca de célcio e potassio, na forma de CaCL2, Ca (NOs)2
e KNOg4, respectivamente (SUGIMOTO et al, 2005, 2009; CANADAY;
SCHMITTHENNER, 2010; SERRANO et al., 2012).

Dentre as principais ferramentas de manejo da doenca, relata-se a redugéo das
vias de disseminacao, tais como agua, tecido, solo, ferramentas, assim como 0 uso
de porta-enxertos de genétipos tolerantes ao patdégeno sendo que, desses Ultimos os
mais usados atualmente sdo: ‘Dusa’, ‘Duke 7’, ‘Mexicola’ e ‘Toro canyon’ (DOUHAN
et al., 2005, 2011).

A propagacdo comercial do abacateiro, sob a oOtica das técnicas utilizadas, é
abordada em trés sentidos: via sementes de parentais nao definidos geneticamente,
via clonagem dos parentais pela técnica de dupla enxertia, ou por micropropagacao
(WOLSTENHOLME, 2003). Dessas trés, nas duas primeiras, diversas pesquisas
sustentam as vantagens e desvantagens relacionadas a fidelidade genética, mas
também ao custo e tempo para obtencdo de mudas comerciais, desempenho em
campo entre outras (GABOR, 1991; WESSELS, 1996; WHILEY, 2013).

A clonagem usando mudas por semente como porta-enxerto tem alta
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variabilidade em funcdo da época do ano e do gendtipo (EGGERS; HALMA,1936).
Inicialmente, Frolich (1951) usando mudas enxertadas da raga guatemalense,
observaram que o estiolamento dos ramos ajudou no enraizamento, e posteriormente
descreveram a metodologia para producdo comercial (FROLICH; PLATT, 1971).
Melhoras recentes no aumento da eficiéncia da obtencéo de mudas por esta via tém
sido propostas pela empresa Wefstalia na Africa do Sul (KREMER-KOHNE; VAN
ROOYEN; KOHNE, 2011).

Segundo Coffey (1992) a obtencéo de porta-enxertos tolerantes deve ser via
clonagem, para manter a identidade genética dos parentais, pois mudas por semente
oriunda de matrizes tolerantes ou suscetiveis mostraram baixa tolerancia, mas
segundo Ploetz et al. (2002) a toleréancia de mudas por semente de polinizacdo aberta,
obedece a varios fatores de origem génica, a matriz doadora de polen, condicdes do
meio entre outras.

O mecanismo de tolerancia ndo é compartilhado entre os materiais usados
como porta-enxerto e na maioria deles ndo € bem entendido (DOUHAN et al., 2011).
Chao e Menge (2002) indicam que a herdabilidade obedece a diversos fatores que
devem ser considerados e sugerem que o melhor caminho para aumentar a tolerancia
é testando a progénie. Por sua vez, Engelbrecht e Van Den Berg (2013) atribuiram a
tolerancia a uma complexa expressao de varios genes em diferentes niveis.

Além do anterior, a via para obtencao de mudas deve considerar outros fatores,
como a reducdo genética em populacdes clonais que ndo sdo mesuradas (COOK,
1983), além de que, o monocultivo incide na perda de biodiversidade, degradacao dos
recursos naturais e problemas na salde dos abacaticultores (VILLAFAN VIDALES;
AYALA ORTIZ, 2014).

Considerando a relacdo Phytophthora cinnamomi — Abacateiro, diversos sao
0S mecanismos que tém sido evidenciados nas respostas da planta, sendo sugeridos
principalmente trés: 1) liberacdo de exsudados pela raiz, que atraem 0s zoOsporos
(ZENTMYER, 1961; BOTHA; WEHNER; KOTZE, 1990; VAN WEST et al., 2002)
definidos pela expressao de genes de defesa (BAETZ; MARTINOIA, 2014), mas que
podem ou ndo determinar o encistamento dos zodsporos; 2) regeneracao rapida de
raizes (KELLAM; COFFEY, 1985; PLOETZ; SCHNELL; HAYNES, 2002) e 3)

crescimento profundo no solo do sistema radicular que lhe permite “escapar’ do



47

in6culo (SMITH; PAUER; SHOKES, 1992).

Para o estudo desses sistemas sob estresse biotico, ferramentas de avaliacdo
da resposta tais como acumulo de massa seca, estudos anatémicos, fluorescéncia do
fotossistema Il, fotossintese, variaveis paramétricas, entre outras sdo comumente
usadas (O’GARA et al.,, 1997; OYARCE; GUROVICH, 2010; CRONE et al., 2013;
SGHAIER-HAMMAMI et al., 2013).

Diante do exposto, objetivou-se avaliar a resposta de mudas obtidas por
semente, dos materiais, ‘Toro canyon’ (TC) e ‘Duke 7’ (D7), quando inoculadas com

Phytophthora cinnamomi no caule e no substrato.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Definicdo prévia do isolado

Em mudas obtidas por semente, com quatro messes de idade, da cultivar ‘Ouro
verde’ (sabidamente sensivel a Phytophthora cinnamomi) foi testada a inoculacéo,
com ferimento e sem ferimento prévio no caule, assim como os isolados LRS 21/88 e
LRS 22/93, fornecidos pela Agéncia Paulista de Tecnologia Agropecuaria - APTA

regional Sorocaba, registrados na micoteca “Dra. Victoria Rosseti” (Tabela 3).

Tabela 3. Identidade dos isolados de Phytophthora cinnamomi da Micoteca "Dra.
Victoria Rosseti", Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento de Sorocaba,
usados para teste de patogenicidade.

Ano Crescimento

ID Cultura Hospedeiro Municipio isolamento 4 35° Tipo
LRS 21/88 A:bacatelr,o Braga}nga 1984 © A2
Fortuna Paulista
Abacateiro Cordeirépolis-
LRS 22/93 ‘Margarida’ P 1993 6 A2

(mudas) SP

Apdés 15 dias da inoculacdo, comparou-se a area da lesdo (cm?) dos
tratamentos, tracando em papel celofane transparente a area do sintoma e
posteriormente mesurado usando o Sistema Digital de Analise de Imagem-Delta T
Devices, calibrado a 1.0 mm? (Figura 14). Utilizou-se o delineamento completamente

ao acaso, sendo a unidade experimental composta por seis plantas. Para a analise
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das varidveis foi realizado ANAVA e, quando significativo, aplicado o Teste de Scott-
Knott (a=5%).

——

Figura 14. Sistema Digital de Analise de Imagem-Delta T Devices usado para
guantificacdo da area a partir do desenho da lesédo no caule causada por
Phytophthora cinnamomi em mudas de abacateiro.

3.2.2 Tolerancia de mudas de abacateiro obtidas por sementes dos clones ‘Duke

7’ e ‘Toro canyon’ a Phytophthora cinnamomi

3.2.2.1 Obtengao de mudas de abacateiro ‘Duke 7’ e ‘Toro canyon’

Para obtencdo das mudas de abacateiro ‘Duke 7’ e ‘Toro canyon’, as sementes
foram extraidas de frutos fisiologicamente maduros, coletados diretamente das
plantas. Posteriormente essas sementes foram desinfestadas por imersédo em solucao
de NaOCI (2% i.a) e dispostas em vasos plasticos de 2L contendo substrato comercial
Plantmax™, previamente autoclavado por uma hora (120° e 1,2 atm de pressao). Os
vasos foram mantidos em casa de vegetacao, sendo irrigados periodicamente para o
bom desenvolvimento das mudas (Ver qualidade da 4gua no Apéndice 4).

Quando completaram seis meses ap0s germinacdo, essas mudas foram
agrupadas em trés blocos de dez plantas, usando-se a altura como parametro de
agrupamento e dispostas em casa de vegetacao (Figura 15) de maneira a deixar cada

bloco sob condi¢des similares de irradiancia (Apéndice 2).
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Figura 15. Temperatura maxima e minima na casa de vegetacdo durante o tempo de
conducdo do experimento de resposta de mudas por semente de
abacateiro a inoculagdo com Phytophthora cinnamomi.

Para avaliar a resposta das mudas de abacateiro obtidas por sementes frente
a Phytophthora cinnamomi, foram usadas trés metodologias de inoculacao:
inoculacao de discos de micélio do fungo no caule da planta pouco acima do nivel do
solo com (CF) e sem ferimento (SF) prévio da epiderme e inoculacdo do patégeno
pelo substrato (Subs.).

Para as inoculagfes foram utilizados discos de micélio de 0,5 cm de diametro
e sementes de mileto colonizadas com micélio do isolado selecionado no teste prévio
de patogenicidade, crescendo por sete dias, em meio de cenoura-dgar — CA
(Apéndice 5) em condi¢des de luz continua e temperatura ambiente em torno de 25°C.
Foram colocados, com a face de crescimento das estruturas do fungo voltada para o
caule. No tratamento com ferimento prévio, utilizando-se estilete pontiagudo (ponta de
1mm), perfurou-se o caule até a epiderme (Figura 16).

Apbs a inoculacgéo via caule, colocou-se o disco de micélio coberto com algodao
umedecido e envolto com fita de vinilo. O algodao foi hidratado diariamente com agua
(trés gotas), até o0 momento da avaliacdo, para evitar queda de inoculo no substrato
(Figura 17).
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Figura 16. Metodologia de inoculacdo e avaliacdo do desenvolvimento da leséo
causada por P. cinnamomi no caule de mudas de abacateiro. 1. Muda
obtida de semente; 2. Tratamento sem ou com ferimento; 3. Meio
Cenoura-Agar com P. cinnamomi; 4. Porcdo de meio colocada na base
do caule; 5. Area da lesdo apés 15 dias.

Figura 17. Sequéncia geral para inoculacdo no caule de mudas de abacateiro: a.
por¢cdo de Meio usado como inoculo; b. Por¢gdo de meio na base do caule;
c, d. Cobertura com porcéo de algodéo; e, f. Fita para manter a aderéncia
e evitar contaminagao.

Na inoculacdo do substrato, utilizaram-se sementes de milheto previamente
colonizadas como fonte do patégeno. Para isso, as sementes foram inicialmente
esterilizadas em autoclave, por trés dias consecutivos (120 °C e 1,2 atm de presséao).

Posteriormente, discos de micélio com o fungo foram colocados em contato com as
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sementes autoclavadas, contidas em Erlenmeyer de 500 mL. Diariamente as
sementes foram agitadas para melhor homogeneizacdo no crescimento do fungo.
Esse processo durou 15 dias.

Foram colocados 10 mL da semente no substrato junto ao colo da planta. Os
vasos irrigados duas vezes por dia com 200 mL de agua por vez.

Apés 45 e 180 dias da inoculacdo do substrato, e ap0s seis meses da
inoculacao no caule das plantas, foi conferida a presenca de Phytophthora cinnamomi
viavel.

Para deteccdo do patébgeno no substrato, usou-se o método de iscas
referenciado por O’brien; Williams e Hardy (2009). Assim, uma amostra de 10 g de
substrato por vaso foi colocada individualmente em copos de 50 mL e adicionados 10
mL de agua esterilizada e cinco fragmentos de pétalas de rosa de aproximadamente
0,025cm?, os quais permaneceram na superficie da suspensdo. Os copos foram
cobertos com parafilme e dispostos em condi¢des ambiente por quatro dias para
posterior confirmacéo da presenca de esporangios de Phytophthora cinnamomi nas

bordas dos fragmentos das pétalas (Figura 18).

Figura 18. Método de isca com pétalas de rosa usado para deteccéo de Phytophthora
cinnamomi em substrato; a: Iscas de pétalas na solugdo agua + substrato;
b: Esporéangios formados na borda da porgéo de pétala usada como isca
apos quatro dias.

No caso do caule das plantas, retirou-se um fragmento de trés centimetros da

regido inoculada. Foram entdo realizados dois testes paralelos para a detecgcéo do
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fungo, o método da isca descrito anteriormente e o plaqueamento dos fragmentos do
caule em meio semi-seletivo PARPH modificado (JEFFERS; MARTIN, 1986). Para
plagueamento em meio de cultura, o tecido do caule foi desinfestado por cinco minutos
em NaOCIl (1% i.a.) e colocado na superficie solidificada. Foram incubados a

temperatura ambiente (25 °C) e irradiancia de 10 pum.m2.s! por uma semana.

3.2.3 Avaliacao fisiolégica das mudas durante o desenvolvimento da doenca

A partir do momento da inoculacdo e até 60 dias apos, semanalmente foram
quantificados o indice de clorofila A, B e Total, e complementarmente medida, zero
sete e sessenta dias apoés inoculacéo, a Fv/Fm.

Para quantificacdo do indice de clorofilas A, B e Total foi utilizado o
clorofildmetro (Falker, mod. clorofiLOG) em um dos lados (direito/esquerdo) da quinta
folha completamente expandida.

Para Fv/Fm, na sétima folha completamente expandida, foi utilizado fluorémetro
portatil (Hansatech, mod. PEA MK2), cuja unidade sensor/iluminacdo prové luz
vermelha (650 nm) numa area foliar de 4 mm?2. Para a determinacéo dos valores da
fluorescéncia foram considerados os valores FO e Fm e da relacdo Fv/Fm, onde FO=
fluorescéncia inicial, Fm= fluorescéncia maxima e Fv = fluorescéncia variavel (FO-Fm)
(OQUIST; WASS, 1988) com sete minutos de saturacao de luz e pré-aclimatacéo da

folha no escuro por 30 minutos usando a irradiancia de 560 umol m=2 s (Figura 19).

)

—> &

Figura 19. Quantificagcdo da eficiéncia quantica do FS Il em mudas de abacateiro; na
sétima folha completamente expandida, prévia aclimatacdo no escuro,
utilizado fluorémetro.
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3.2.3.1 Anélise estatistica

A analise do indice de clorofila ao longo do tempo foi realizada por comparacao
de médias pelo teste Skott-nott (a=0,05), sempre que a distribuicdo dos erros foi
normal (Cramér-von Mises P < 0,05) e, quando significativo, foi realizado regresséo
da andlise de variancia para ajuste do modelo.

Para Fv/IFm, os dados de cada avaliacdo foram analisados em arranjo fatorial
2x3, sendo dois materiais e trés tratamentos. Foi realizada comparacdo de médias
pelo teste Skott-nott (a=0,05) sempre que a distribuicdo dos erros foi normal (Cramér-
von Mises P < 0,05).

3.2.4 Avaliacdo biométrica das mudas durante o desenvolvimento da doenca

Semanalmente foi medida a altura (cm) das mudas, desde um centimetro acima
da regido do colo até a regido do apice caulinar, bem como o diametro (mm) na base
do caule. Considerando a maxima altura e diametro atingidos até o fim do

experimento, calculou-se a taxa relativa de crescimento (TRC) baseado na férmula

TRC = ( ) /(t2-t1)

LnM2 = Ln M1
proposta por Hoffmann e Poorter (2002), onde: M; = Medida (Massa ou diametro) no

tempo i; t2= Tempo final; t1= Tempo inicial.

A area da lesédo (cm?) dos tratamentos foi avaliada apés 15 dias tracando em
papel celofane transparente a area do sintoma e posteriormente mensurada usando
o Sistema Digital de Andlise de Imagem-Delta T Devices, calibrado a 1.0 mm?.

ApOs trés meses de inoculagéo foram realizadas as analises de massa seca de
raiz e parte aérea (g) e volume radicular (mL). Para determinacdo de massa seca de
raizes e parte aérea, as plantas foram colocadas dentro de saco de papel em estufa
de secagem a 45 °C, até atingirem massa constante.

Para o calculo de volume radicular, pelo principio de Arquimedes, as raizes
previamente lavadas, foram colocadas dentro de uma proveta de 1000 mL e o volume
completado com agua até atingir o maximo determinado, posteriormente as raizes
foram retiradas da proveta, e pela diferenca, calculado o volume radicular. Finalmente,

a densidade radicular (dr) (g/mL) foi calculada pela formula dr = ™/;,, em que: m=
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massa e v= volume (Figura 20).

Figura 20. Metodologia usada para medicdo do volume de raiz em mudas de
abacateiro apos inoculacdo com Phytophthora cinnamomi. Volume inicial
de agua mais sistema radicular (A) e volume final de agua (B).

3.2.4.1 Anélise estatistica

Para as variaveis diametro (mm) e altura (cm), ao longo do tempo, foi realizada
por regressdo da analise de variancia para ajuste do modelo. Para as variaveis
biométricas: area da lesdo (cm?), massa seca de raiz e parte aérea (g) e volume de
raiz (mL) foi realizada comparacéo de médias pelo teste Skott-nott (0=0,05) sempre
que a distribuicdo dos erros foi normal (Cramér-von Mises P < 0,05). Os dados de

altura e diametro foram transformados pela raiz (x).

3.2.4.2 Andlise de correlagcéo

Com o intuito de comparar possiveis relagdes entre o indice de clorofila e as

varidveis biométricas quantificadas, a partir das medias dos tratamentos, realizou-se
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entre os materiais, a analise do coeficiente de correlagéo linear de Pearson.

A andlise foi realizada usando apenas as médias dos tratamentos considerando
os resultados obtidos no final do experimento.

O coeficiente de correlacdo positivo e P < 0,05 tende a aumentar junto,
enquanto que o coeficiente de correlagdo negativo e P < 0,05, uma variavel tende a
diminuir enquanto a outra aumenta; P > 0050, ndo ha relacdo significativa entre as

duas variaveis.

3.2.5 Caracterizacdo histolégica por microscopia 6tica do caule de plantas de
abacateiro, naregiédo de inoculagdo com Phytophthora cinnamomi

Tecido caulinar das mudas de D7 e TC, com seis meses de idade, foi coletado
para caracterizacdo em trés condicdes: a) caule intacto; b) ferimento mecéanico apés
quinze dias; e c) ferimento mais inoculo.

De cada amostra, a analise de medicado dos tecidos que compdem o caule foi
feita comparando a metade sob tratamento com a metade intacta (Figura 21). Foi
comparado entre os tratamentos: espessura da epiderme, floema, xilema, e diametro
médio dos vasos do xilema secundario (um). As laminas foram fotografadas com o

microscopio oOtico e analisadas com o programa Image J®.

Figura 21. Diagrama das regides do caule de abacateiro tratado (esquerdo) e intacto
(direito) para mesurar as alteracbes causadas pelo Phytophthora
cinnamomi: espessura da epiderme (1), floema (2), xilema (3), e diametro
médio dos vasos do xilema secundario (4).
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A metodologia descrita para o preparo do material constou das seguintes
etapas: fixagdo, desidratagdo, inclusdo (parafina), seccionamento e montagem dos
cortes, coloracao, desparafinizacdo e montagem das laminas.

Seguindo o descrito por Johansen (1940), para fixacdo, por¢cdes transversais
de aproximadamente trés milimetros de espessura do caule na regido do ferimento
foram cortadas finamente e coletadas separadamente em vidro contendo FAA (formol,
alcool etilico 95%, acido acético glacial, e agua destilada) (Apéndice 3).

Para desidratacdo, 0s cortes passaram por uma série gradual de alcool
absoluto (70, 85, 95 e 100%) por duas horas em cada e por trés dias em alcool TBA
(tert-Butyl alcohol), sendo renovado a cada 24 horas e finalmente, colocados em
mistura (1:1) de TBA e 0Oleo de vaselina. Posterior a desidratacdo, realizou-se a
inclusdo das secc¢des em parafina histologica por 12h no primeiro banho e mais duas
trocas de 4h cada na estufa a 60 °C.

Para seccionamento, o bloco foi posicionado no micrétomo rotativo ajustado
para 10 ym de espessura e realizados os cortes das secc¢des desejadas. Para o
preparo da lamina, estas foram colocadas previamente sobre placa aquecedora
(40 °C), seguidamente feita uma camada de adesivo de Meyer, e colocada a fita de
parafina contendo os cortes de interesse e deixadas em temperatura ambiente por
24h.

A coloracdo e desparafinizacdo foram feitas seguindo o protocolo de Sakai
(1993). Para isso, as laminas com os cortes parafinados foram deixadas submersas
em azul de toluidina (0,05 g/mL) por dois minutos e lavadas trés vezes com agua
corrente. Para retirar a parafina, as laminas foram colocadas em xilol, trés vezes de

30 minutos, cada.

3.2.5.1 Analise estatistica

Para medigcéo da espessura da epiderme, floema e xilema foram utilizadas trés
repeticbes e 50 para o didametro dos vasos do xilema secundério. Das variaveis
histoldgicas foi realizada comparacéao de médias pelo teste Skott-nott (a=0,05) sempre
gue a distribuicdo dos erros foi normal (Cramér-von Mises P < 0,05).



57

3.2.6 Caracterizagao histolégica por microscopia de varredura

A montagem e preparo do material a ser analisado foram feitos seguindo a
metodologia do Laboratério de Microscopia eletrénica da FCAV-UNESP.

Para isso, usando tecido da base do caule foram feitas secc¢des transversais
de cortes & mao livre (x1 mm de espessura), as quais foram fixadas inicialmente em
glutaraldeido 3% (CsHsO2), em tampéao de fosfato de potassio a 0,1 M e pH 7,4, por
dois dias, depois, lavadas cinco vezes com mesmo tampdo em intervalos de 15
minutos para retirar o excesso do fixador.

Posteriormente, para fixagado de ultraestruturas, essas foram colocadas por seis
horas em tetréxido de 6smio (O40s) 1%, e desidratadas em série gradual de alcool
etilico (C2Hs0) (30, 50, 70, 80, 90 e 100 %), por 20 minutos em cada, seguidamente
colocadas em secador de ponto critico usando CO2 (38 °C e 1200 PSI).

ApGs secagem, as amostras foram montadas em porta amostras e metalizadas
com banho de ouro (espessura £30 nm) para serem eletromicrografadas. Foi utilizado

microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM 5410, operado em 15 kV.

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Definicéo prévia do isolado

Apos quinze dias da inoculacdo de Phytophthora cinnamomi em mudas de
abacateiro ‘Ouro verde’ a avaliagdo dos sintomas ndo mostrou diferenca entre os
tratamentos, com e sem ferimento no caule (P=0,963), mas sim entre os isolados
testados, sendo que, o isolado LRS 21/88 proporcionou maior area de lesédo no caule
(P=0,031).

Embora nédo fosse significativa (P=0,095), quando desdobrada a interacéo
dentro do tratamento sem ferimento, a area da lesdo causada pelo isolado LRS 21/88
foi maior que do isolado LRS 22/93 e na testemunha (P=0,024).

A partir desses resultados adotou-se o uso do isolado LRS 21/88 para avaliar
a resposta do ‘Duke 7’ e “Toro canyon’ por inoculagéo no caule, com e sem ferimento,

com a inoculagao no substrato.
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3.3.2 Tolerancia de mudas de abacateiro obtidas por sementes dos clones ‘Duke

7’ e ‘Toro canyon’ a Phytophthora cinnamomi

As comparacbes das variaveis, tanto na inoculacdo no caule quanto na
presenca do patégeno no substrato, evidenciaram claramente que a resposta a
Phytophthora cinnamomi € gendtipo-dependente.

Na inoculacéo do caule, o desenvolvimento da lesdo foi maior no ‘“Toro canyon’
-TC do que no ‘Duke 7’ - D7, independente do ferimento prévio a inoculacado. Isso
também foi observado em outros trabalhos (O'GARA et al., 1997; O'GARA et al., 2015)
em gque Phytophthora penetraria diretamente nas células da epiderme, ou por
estbmatos, ou quaisquer outras aberturas naturais (VAZ et al., 2011).

Da mesma forma, ndo houve interacdo entre os fatores tratamento e material

sobre a area da lesdo desenvolvida pelo patégeno (Tabela 4).

Tabela 4. Resumo da andlise de variancia da interagdo em mudas de abacateiro ‘Toro
canyon’ e ‘Duke 7’ com e sem ferimento mecanico, sobre a area da leséo
no caule ap6s 15 dias causada por Phytophthora cinnamomi.

Fonte de variagdo Média (cm?)
Materiais
Toro canyon 0,38 a
Duke 7 0,12 b
Tratamento
Com ferimento 0,27 ns
Sem ferimento 0,23
Valor P
Material (A) 0,038*
Tratamento (B) 0,542ns
Inter. AxB 0,149ns
CV (%) 11,35

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05); ns: ndo significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (p = 0,05)

Confirmou-se a presenca do patégeno pelo método de isca em 100% dos vasos
inoculados no substrato com Phytophthora cinnamomi, tanto 45 como 180 dias apés
inoculacdo. A presenca, no substrato, do inoculo ao longo do tempo de
desenvolvimento do experimento, passando por dias de alta e baixa temperatura,
evidenciam, de acordo com Hardham (2001, 2005), que P. cinnamomi aproveita 0s

mecanismos de adaptacdo para se manter latente no substrato e tecido radicular
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diante de condi¢des desfavoraveis.

No entanto, na taxa de recuperacgao do tratamento no caule em meio de cultivo
nao houve correlacdo com a presenca de sintoma, ou seja, 0 patdbgeno nem sempre
se recuperou de caule sintomatico, mas de caule assintomatico houve re-isolamento.
Os resultados obtidos podem estar associados a que a referida recuperagao
proveniente do tecido assim como a irregularidade das lesGes estdo condicionadas
tanto ao procedimento quanto a técnica utilizada (ALMARAZ-SANCHEZ; ALVARADO-
ROSALES; SAAVEDRA-ROMERO, 2013; HIBERW; HARDY, 2000; O’BRIEN;
WILLIAMS; HARDY, 2009; O'GARA et al., 2015) bem como a etiologia da doenca
(O'GARA et al., 1997; OSSWAL et al., 2014).

3.3.3 Alteracdes fisioldgicas das mudas durante o processo da doenca

indice de clorofila: Analisando os efeitos simples, entre os materiais de
abacateiro, os indices de clorofila A, B e Total e a relacdo a/b foram maiores no D7,
sem incidéncia dos tratamentos de inoculacdo. Para as interacdes, quando
comparada a variacdo entre os materiais em funcédo do tempo, somente a da chl B e

Total foram significativas (Tabela 5).
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Tabela 5. Andlise de variancia e de regressao do indice de clorofila A, B e Total em
mudas por semente de abacateiro “Toro canyon” (TC) e ‘Duke 7 (D7)
inoculadas com Phytophthora cinnamomi pelos métodos: Inoculagédo sem
ferimento, Inoculagéo com ferimento e presenca no substrato.

Fonte de variacao Valor P
indice de clorofila A
Material (A) <0,01
DAI(B)* e
Tratamento (C) =0,05
Inter. AxB =0,05
Inter. AxC =0,05
Inter. BxC =0,05
Inter. AXBXC =>0,05
Regresséo quadratica (TC) <0,0001
Regresséo linear (D7) <0,0001
CV (%) 3,38
indice de clorofila B
Material (A) <0,01
DAI(B)* e
Tratamento (C) =0,05
Inter. AXxB 0,01 =p<0,05
Inter. AxC =0,05
Inter. BXxC =>0,05
Inter. AXBXC =>0,05
Regresséo quadratica (TC) 0,0002
Regresséo quadratica (D7) 0,046
CV (%) 7,92
indice de clorofila Total
Material (A) <0,01
DAI(B)* e
Tratamento (C) =0,05
Inter. AxB <0,01
Inter. AXC =>0,05
Inter. BxC =>0,05
Inter. AXBXC =>0,05
Regresséo quadratica (TC) <0,01
Regresséo linear (D7) 0,0005
CV (%) 4,34
Relac&o Chl a/b
Material (A) <0,01
DAI(B* e
Tratamento (C) =>0,05
Inter. AxB =0,05
Inter. AxC =0,05
Inter. BxC =0,05
Inter. AXBxC =>0,05
Regressédo quadratica (TC) 0,026
Regresséo ns (D7) 20,05
CV (%) 11,85

* Foi realizada analise de regresséo; P valor = 0,05 diferen¢a néo significativa.

O indice de clorofila, semelhante ao referido por Vincent, Rowland e Schaffer

(2015) néao foi sensivel as pequenas variagdes na resposta fotossintética da planta na



61

fase inicial da doencga, porém sua variagdo ao longo do tempo pode ser um indicativo
de alteragbes nas plantas (ASHRAF; HARRIS, 2013). De acordo com Osswal, et al.
(2014), a condutancia estomatica e a transpiracdo sao mais sensiveis a variacdes que
ocorrem na planta antes de serem visiveis, como por exemplo 0s sintomas com
podriddo € a clorose causada por P. cinnamomi.

A diferenca no indice de clorofila entre as mudas de D7 e TC pode ser devido
a capacidade diferenciada de aclimatacdo entre os materiais. Embora a relacdo a/b
tenha diferido entre eles, fisiologicamente ndo se considera representativa. Segundo
Matsubara et al. (2011) a relacdo superior a 4 indicaria o tamanho reduzido da antena.
Nos materiais estudados foi de 2,5 parao TC e 2,8 para o D7.

Por outro lado, os teores de chl A, B e total em plantas lenhosas estédo
associados com a resposta do aparato fotossintético, e sua resposta ao ambiente
(PALLARDY, 2010). Maiores teores de clorofila sédo esperados de fotossistemas
adaptados a ambientes sombreados (REED et al., 2012), o que segundo os resultados
obtidos, indica melhor aclimatacéo do D7.

Em funcdo do tempo apdOs inoculacdo, o comportamento das variaveis
avaliadas foi dependente do material. No TC tanto o indice chl A, B e Total
representaram-se pela regressdo quadratica com inflexao positiva a partir do segundo
més (Figura 22a). No D7, a resposta em funcdo do tempo ajustou-se a regressao
linear positiva na chl A e Total, e 0 modelo quadratico na chl B, sugerindo-se que,

nesta ultima, ha reducao a partir do segundo més (Figura 22b e 22c).
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Figura 22. Regressao da andlise de variancia do indice de clorofila A (chl A), B (chl

B), Total (chl Total) em mudas de abacateiro ‘Toro canyon’ (a) e ‘Duke 7

(b) e a relacdo a/b (c) durante 97 dias a partir da inoculacdo com

Phytophthora cinnamomi.
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Apés 97 dias de inoculacdo ndo houve diferenga nem entre os tratamentos nem
entre os materiais, sendo que a chl A foi em média 36,64 e a da clorofila B e Total
foram, respectivamente, 11,87 e 45,3. Em relacéo aos efeitos da interacao, nao foram
significativos entre o material e o tratamento em nenhuma das variaveis analisadas
(Tabela 6).

Tabela 6. Andlise de variancia do indice de clorofila A, B e Total apos 97 dias de
inoculagdo com Phytophthora cinnamomi em mudas de Toro canyon e

Duke 7.

Fonte de variagéo indice de clorofila
A B Total Relacéo a/b

Material (A)
TC 32,8 11,87 44,7 2,8
D7 35,84 11,86 45,9 29
Tratamento (B)
CF 33,3 11,7 449 29
SF 34,7 13,1 47,8 2,7
Subs. 32,3 10,8 43,2 3,0
Interacéo
AxB
P (A) 0,409 ns 0,992 ns 0,640 ns 0,660 ns
P (B) 0,392 ns 0,265 ns 0,326 ns 0,264 ns
P (AxB) 0,427 ns 0,217 ns 0,318 ns 0,092 ns
CV (%) 8,67 19,25 11,34 10,71

SF: Inoculagé@o sem ferimento; CF: Inoculacdo com ferimento; Subs: Presenca no substrato * ns ndo
significativo (p = 0,05). Os dados de Clorofila a, b e Total foram transformados pela formula 1/VX

Eficiéncia quanticado FS Il -Fv/Fm: A Fv/Fm, amplamente usada em estudos
de resposta das plantas ao estresse (KRAUSE; WEIS, 1991; PAPAGEORGIOU;
TSIMILLI-MICHAEL; STAMATAKIS, 2007), no presente estudo, em previa inoculacéo
e uma semana apos aplicacdo dos tratamentos, foi diferente apenas entre o0s
materiais, sendo maior no D7, mas sem diferenca entre os tratamentos.

Nas primeiras semanas de inoculagdo sao visiveis as primeiras variagcdes na
regido de inoculagédo do patdgeno do caule; no entanto, as variaveis fotossintéticas
avaliadas podem néo ser indicativos sensiveis as primeiras alteracdes (REEKSTING,;
TAYLOR; VAN DEN BERG, 2014). No entanto, outros autores atribuem a estabilidade
da fluorescéncia a tolerdncia dos materiais diante de uma condigdo especifica de
estresse (ATUCHA; EMMETT; BAUERLE, 2014; MARTINEZ-FERRI et al., 2016).

Em contraposicéo, outros trabalhos evidenciam diante dos danos associados
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com a doenca a resposta da eficiéncia quantica do FS Il é tardia em comparacdo com
outras variaveis, tais como a condutancia estomatica e nédo facilmente associado com
tolerancia. Por um lado, no estudo da incidéncia de Rafaellea lauricola, Inch e Ploetz
(2012) observaram variacéao na Fv/Fm apenas vinte apds inoculacdo similar ao estudo
de resposta a estresse abidtico em Carica papaia (VINCENT; ROWLAND;
SCHAFFER, 2015).

Ja apoés dois meses de tratamento, os efeitos da interacao entre os tratamentos
foram significativos, sendo que a diferenca entre os materiais se manteve, mas
apenas as plantas de D7 inoculadas pelo substrato tiveram maior relacdo Fv/Fm em
comparacao com as inoculadas no caule, sendo que entre estas Ultimas nao houve
diferenca (Tabela 7).

A resposta do aumento da Fv/Fm de plantas tolerantes nas primeiras fases do
tratamento tem sido evidenciada em outros trabalhos e descrita como suporte em
programas de melhoramento (ATUCHA; EMMETT; BAUERLE, 2014; BAURIEGEL,
HERPPICH, 2014). Entre os tratamentos, o dano causado na raiz pode ser maior em
comparacao ao do caule, porem no D7 € conhecido o incremento no desenvolvimento

radicular em resposta a P. cinnamomi que pode ter incidido no incremento da Fv/Fm.

Tabela 7. Resumo da analise de variancia da eficiéncia quantica do FS Il - Fv/Fm em
mudas de abacateiro quando inoculadas com Phytophthora cinnamomi, no
momento da inoculagéo (0d) e apds sete (7 d) e sessenta dias (60 d).

Fonte de variagéo Fv/Fm
od 7d 60d
Material (A)
TC 0,777 b 0,766 b 0,586 b
D7 0,789 a 0,794 a 0,654 a
Tratamento (B)
CF 0,782 ns 0,768 ns 0,612 b
SF 0,784 0,788 0,610 b
Subs. 0,784 0,784 0,640 a
Interacéo
AxB.
P (A) 0,048 0,029 <0,0001
P (B) 0,972 0,580 0,005
P (AxB) 0,101 0,215 0,004
CV (%) 1,41 2,89 2,21

SF: Inoculagdo sem ferimento; CF: Inoculagdo com ferimento; Subs: Presenca no substrato
* As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Scott-Knott
ao nivel de 5% de probabilidade
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3.3.4 Alteracbes biométricas das mudas de abacateiro durante o
desenvolvimento da doenga

Altura e diametro: No desenvolvimento em altura (cm) e diametro (mm) do
caule, a interacdo do material e o tratamento em funcéo do tempo foram significativos,
isto é, a altura e o diametro no tempo de avaliacdo diferiram entre os materiais (Tabela

8), sendo que a altura das plantas de Duke 7 foi menor que as de TC.

Tabela 8. Resumo da analise de variancia da altura e didmetro de mudas de
abacateiro ‘Duke 7’ e ‘Toro canyon’ durante 97 dias ap0s inoculacao (DAI)
com Phytophthora cinnamomi no caule com ferimento (CF), sem
ferimento (SF) ou no substrato (Subs.).

Fonte de variacéo Valor P
ALTURA
Material (A) <0,01
Tratamento (B) 0,01 2 P=<0,05
DAI(C) e
Inter. AxB <0,01
Inter. AxC <0,01
Inter. BxC <0,01
Inter. AxBxC < 0,01
CV (%) 6,20
DIAMETRO
Material (A) 20,05
Tratamento (B) < 0,01
DAI(C) e
Inter. AxB < 0,01
Inter. AxC ns
Inter. BxC ns
Inter. AxBxC <0,01
CV (%) 4,89

* Os dados foram transformados pela equac&o Vx

No desdobramento da andlise de interagéo dos tratamentos para cada material,
ao longo do periodo de avaliacdo, para a altura, o modelo ajustado nos trés
tratamentos do D7 foi o quadratico, observando-se maior taxa de crescimento no
comeco e menor no final do periodo avaliado, entanto que a do TC foi mais
homogénea.

A variacdo no didmetro dos dois materiais ajustou-se também pelo modelo
quadratico, sendo maior no comeco e reduzindo a taxa de crescimento no final do
periodo avaliado, salientando a diminuicdo no engrossamento causada possivelmente

pelo tratamento com inoculacédo prévio ferimento (Figura 23).
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Figura 23. Regresséo da analise de variancia em funcéo do tempo da interacao entre
o material: Toro canyon (direita) e D7 (esquerda) e o tratamento de
inoculagdo com P. cinnamomi em mudas de abacateiro, no crescimento
em altura (superior) e diametro do caule (inferior).

Taxa de Crescimento Relativo - TCR: A interacdo entre os materiais com o
tratamento sobre a taxa de crescimento relativo, em altura e didmetro, nao foi

significativa. No entanto, considerando apenas os efeitos simples, a TCR em diametro
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do D7 foi maior que a do TC. Entre os tratamentos, a TCR da altura ndo diferiu, mas
a do diametro foi menor quando o caule foi inoculado prévio ferimento (Tabela 9).

Tabela 9. Resumo da andlise de variancia da taxa de crescimento relativo, em altura
e diametro, de mudas de abacateiro inoculadas com Phytophthora

cinnamomi.

Fonte de variagéo Valor P
Material (A) Altura Diametro
TC 0,0029 b 0,0037 b
D7 0,0042 a 0,0042 a
Tratamento (B)
CF 0,0031 0,0031 b
SF 0,0036 0,0040 a
Subs. 0,004 ns 0,0047 a
Interacdo AxB 0,0036 ns 0,0039 ns
Material (A) 0,001 0,004
Tratamento (B) 0,161 0,040
Interacédo AxB 0,938 0,178

CV (%) 16,36 22,70

SF: Inoculacao sem ferimento; CF: Inoculagdo com ferimento; Subs: Presenca no substrato
* Para a andlise estatistica os dados foram transformados pela equagao 1Vx

O fato das plantas de D7 ficarem menores durante o experimento pode ter sido
influenciado pela menor altura delas no momento da inoculagéo. Contrapondo o
anterior, sua maior taxa de crescimento pode estar relacionada com a menor
incidéncia da doenca e ao fato de ter tido menos competi¢do por luz entre as plantas.

Se correlacionado com a menor densidade radicular e maior area da leséo no
caule nas plantas de TC, pode se inferir que a maior taxa de crescimento relativo do
D7, tanto em altura como em diametro, pode também ser a expressao de maior
habilidade para se desenvolver na presenca de Phytophthora cinnamomi, pois o
abacateiro responde ao dano causado por este patdgeno com a maior producdo de
raizes (KELLAM; COFFEY, 1985; PLOETZ; SCHNELL; HAYNES, 2002), ou ainda
com regeneracdo e aprofundamento do sistema radicular aonde as condi¢cdes n&o
favorecem o crescimento do inoculo (SMITH; PAUER; SHOKES, 1992).

Ja a reducdo na taxa de crescimento do caule quando afetado pelo
Phytophthora cinnamomi previamente ao ferimento, pode ser resposta indireta da

reducéo da eficiéncia metabdlica afetada pela inducdo de metabolitos de defesa tais
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como fendis, espécies reativas de oxigénio, entre outros (FERREIRA et al., 2007,
SHAH, 2009; HORBACH et al., 2011; FAWCETT; BITANCOURT, 2013;) assim como
a obstrucdo pelo acumulo de tilosas que ocorre durante o processo de infeccao
(MANSFIELD, 2012) somada com a perda de funcionalidade gradativa do tecido
vascular devido a degradacéo dos feixes vasculares (ATTARD et al., 2008; OSSWAL
et al., 2014).

Biometria da parte aérea e do sistema radicular: Ap0s seis meses de
tratamento, nas variaveis avaliadas, ndo houve interacdo entre os materiais e 0s
tratamentos. Entretanto, entre os efeitos simples, nas plantas com inoculo no
substrato, a massa seca da parte aérea foi maior em comparacdo com os demais
tratamentos. Ja entre os materiais, a densidade radicular do D7, independente do
tratamento, foi maior que do TC, o que associado com a menor altura do primeiro

resultou em menor relagdo da MSPA/MSR (Tabela 10).

Tabela 10. Avaliacdo de mudas de abacateiro, ‘Toro canyon’ e ‘Duke 7’ apés seis
meses de inoculagdo com Phytophthora cinnamomi.

Dens. Relacéo
Rad. M.S.P.A M.S.T MSPA/MSR V.R M.S.R
Material (a) 2407
TC 0,56 b 10,19 14,45 2,37a 22’81 4,26
D7 0,98 a 8,76 14,29 1,60 b 0 8’96 5,53
Valor P 0,008 0,244 ns 0,954 ns 0,003 ,ns 0,107 ns
Tratamento (b)
CF ggg 7,44 b 11,97 1,72 gggg 4,53
SF 0'75 9,66 b 14,75 1,93 18,37 5,09
Subst. 0 ’094 11,31a 16,39 2,30 0 é20 5,08
Valor P ,ns 0,033 0,098 ns 0,106 ns 'ns 0,699 ns
Interagéo
axb 00’47970 9,47 14,37 1,98 gssgg 4,90
Valor P ,ns 0,426 ns 0,431 ns 0,969 ns ,ns 0,642 ns
CV (%) 10,65 11,32 11,44 8,35 20,13 13,67

Dens. Rad. = Densidade Radicular; M.S.P.A = Massa seca da parte aérea; M.S.T = Massa seca total,
V.R = Volume radicular; M.S.R = Massa seca da raiz. SF: Inoculacdo sem ferimento; CF: Inoculacao
com ferimento; Subs: Presenc¢a no substrato

* Os dados foram transformados pela formula Vx+0,5

Pela etiologia da doenca causada por Phytophthora cinnamomi, além de

necrose radicular, a doenca tem sido associada com diminui¢cdo da biomassa aérea,



69

reducdo da taxa de crescimento e suscetibilidade a déficit hidrico (MAUREL et al.,
2001). Segundo os resultados entre os tratamentos testados, com materiais
tolerantes, o desenvolvimento da les&o por P. cinnamomi no caule pode ser mais
prejudicial no acumulo de massa seca da parte aérea.

Embora nas mudas com inoculo no substrato se observaram escassas raizes
novas e o escurecimento das mais desenvolvidas (Figura ) a maior densidade
radicular do D7 pode ser devido a resposta do fendtipo para superar o ataque do

patogeno.

Figura 24. Sistema radicular de mudas de abacateiro apds seis meses de inoculagéo
no substrato com Phytophtora cinnamomi, a. Raiz de mudas de D7; b.
Raiz de mudas de TC; (escala= 15 cm).

No entanto, a perda de biomassa radicular por si s6 néo é indicativa adequada
de suscetibilidade Maurel et al. (2001), pois outros sintomas como perda de biomassa
aérea (PLOETZ; SCHAFFER, 1987), diametro e tamanho de altura da muda (INCH;
PLOETZ, 2012) estdo também correlacionados com o desenvolvimento de doencas

em abacateiro.
3.3.5 Anédlise de correlacao entre as variaveis biométricas e o indice de clorofila
Os parametros fisiol6gicos do aparato fotossintético estdo associados com o

estado nutricional e sanitario da planta e servem como ferramenta no estudo da
interacdo planta-patégeno. (BAKER, 2004; MUSYIMI; NETONDO; OUMA, 2007;
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MARTINEZ-FERRI et al., 2016;). Porém, no presente estudo, ndo houve correlagéo
entre as variaveis biométricas, altura e didametro e o indice de clorofila A, B, Total ou
relacdo A/B, 120 dias apods inoculacdo, em nenhum dos materiais. Observou-se
apenas correlacédo dentre as variaveis biométricas, de altura e diametro com a massa
seca nos dois materiais, e no TC, em que o volume radicular teve correlagéo positiva
com a MSPA (Tabela 11).

A auséncia de correlacdo pode ser analisada em duas vias; seja porque a
incidéncia do patdgeno nédo afetou o equilibrio fotossintético das clorofilas, ou porque
este Ultimo ndo é um parametro sensitivo para o estudo desta doenca nos estadios
iniciais da interacéao.

Pela andlise ao longo do tempo referida anteriormente, em que ndo houve
diferenca entre o tratamento para a clorofila, mas sim na Fv/Fm fotossintética das
plantas inoculadas no substrato, indica um possivel aumento da capacidade
fotossintética para superar a limitacdo na reducéo do dano radicular, porém, isto ndo

se refletiu na acumulo de massa seca.



Tabela 11. Andlise de correlacdo de Pearson entre as variaveis biométricas avaliadas na incidéncia da doenca causada por
Phytophthora cinnamomi na progénie dos abacateiros ‘Toro canyon’ e ‘Duke 7°.

Toro canyon

M.F.R D.R M.S.P.A | MSIR | MS.T MSPA/MSR chl A chl B chl Total Chl a/b Alt. Diam.
VR 0,662 |[-0,337 [0,797 0,906 0,851 0,156 0,615 0,481 0,559 -0,365 0,893 0,724
0,052 0,375 0,010 0,001 0,004 0,689 0,078 0,190 0,117 0,333 0,001 0,027
M.F.R o 0,376 0,346 0,760 0,460 -0,353 0,422 0,456 0,443 -0,399 0,495 0,455
P o 0,318 0,362 0,018 0,213 0,352 0,257 0,217 0,232 0,287 0,175 0,218
DR » o -0,488 -0,206 |-0,435 |-0,505 -0,273 |-0,045 |[-0,170 -0,026 -0,541 |-0,442
o o 0,183 0,595 0,242 0,166 0,477 0,908 0,662 0,948 0,132 0,234
M.S.P.A o o o 0,821 0,990 0,650 0,372 0,131 0,264 0,024 0,920 0,839
o o o 0,007 0,000 0,058 0,324 0,737 0,493 0,952 0,000 0,005
M.S.R o o o o 0,893 0,117 0,404 0,261 0,342 -0,119 0,879 0,844
o o o o 0,001 0,765 0,280 0,498 0,368 0,761 0,002 0,004
MS.T o o o o o 0,540 0,393 0,167 0,292 -0,011 0,941 0,869
o o o o o 0,133 0,295 0,667 0,446 0,978 0,000 0,002
MSPA/ MSR o o o o o o 0,028 -0,203 |-0,080 0,275 0,415 0,400
o o o o o o 0,943 0,600 0,839 0,474 0,266 0,286
chl A o o o o o o o 0,957 0,991 -0,904 0,617 0,172
o o o o o o o 0,000 0,000 0,001 0,077 0,659
chl B o o o o o o o o 0,987 -0,982 0,398 -0,044
o o o o o o o o 0,000 0,000 0,289 0,910
o o o o o o o o o -0,950 0,522 0,073
chl Total
o o o o o o o o o 0,000 0,150 0,852
Chl alb o o o o o o o o o o -0,257 0,158
o o o o o o o o o o 0,505 0,684
Alt. o o o o o o o o o o o 0,831
o/ o/ o/ o o o o o/ o o o 0,006

T.
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M.F.R D.R M.S.P.A | MS.R | M.S.T MSPA/MSR chl A chi B chl Total | Chla/b Alt. Diam.

VR 0,578 -0,314 | 0,648 0,782 0,710 -0,272 0,008 -0,082 | -0,033 0,203 0,863 0,640

] 0,103 0,411 0,059 0,013 0,032 0,479 0,984 0,834 0,933 0,601 0,003 0,063

M.ER 0,535 0,614 0,702 0,658 -0,185 0,472 0,452 0,473 -0,294 0,593 0,559

0,138 0,078 0,035 0,054 0,634 0,200 0,222 0,198 0,442 0,093 0,117

DR -0,067 -0,063 | -0,067 | -0,023 0,432 0,465 0,456 -0,383 -0,238 | -0,106

] 0,863 0,872 0,864 0,953 0,246 0,207 0,217 0,309 0,537 0,786

M.SP.A 0,935 0,991 0,181 0,125 0,086 0,110 -0,023 0,862 0,923

0,000 0,000 0,641 0,748 0,827 0,778 0,954 0,003 0,000

M.S.R 0,975 -0,171 -0,003 | -0,028 | -0,015 0,092 0,958 0,952

T 0,000 0,659 0,993 0,943 0,971 0,814 0,000 0,000

E M.S.T 0,047 0,078 0,043 0,064 0,021 0,913 0,949
= T 0,904 0,843 0,913 0,871 0,956 0,001 0,000
a 0,445 0,410 0,439 -0,401 -0,260 | -0,134
MSPA/MSR 0,230 0,273 0,238 0,285 0,500 0,731

chl A 0,916 0,983 -0,721 -0,131 | -0,146

0,001 0,000 0,028 0,737 0,708

chl B 0,974 -0,935 -0,224 | -0,199

0,000 0,000 0,562 0,608

chl Total -0,834 -0,176 | -0,173

0,005 0,650 0,656

0,320 0,248

Chialb 0,400 0,520

0,930

Alt. 0.000

VR: volume de raiz; MSR: Massa seca da raiz; MFR: Massa fresca da raiz; DR: Densidade radicular; MSPA: Massa seca da parte aérea; MST: Massa seca
total; chl: Clorofila; Alt: Altura; Diam.: Diametro; verde: correlacdo positiva; rosa: correlacdo negativa.
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3.3.6 Alteracgdes histologicas do caule naregido de inoculagdo por microscopia

Otica

Em ambos os materiais estudados, na fase de muda, observaram-se diferencas
histoldgicas na espessura do floema, xilema e no didmetro dos vasos do xilema
secundério (D.V.X.S). O caule dos dois materiais caracterizou-se pela auséncia de
suber; a espessura da epiderme, de camada unisseriada, maior no TC do que no D7,
sendo em média de 19,18 e 13,58 um, respectivamente.

A espessura da camada do floema foi maior no D7, mas pelo contrario, a
espessura do xilema primario e o D.V.X.S foi maior no TC.

As variacdes causadas pelo ferimento diferiram entre os materiais. Apenas a
espessura da epiderme no TC aumentou enquanto que o floema e o DVXS foram
menores quando comparado com o tecido intacto. No D7 os tecidos externos,
epiderme e floema néo variaram significativamente, enquanto que o xilema e o DVXS
decresceram.

Contrério ao anterior, na presenca do patdgeno, a espessura da epiderme, do

floema e o xilema, aumentou na presenca do P. cinnamomi (Tabela 12).
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Tabela 12. Andlise de variancia entre o material de abacateiro e a inoculacdo no caule
com Phytophthora cinnamomi sobre as alteracfes na regido da epiderme,
floema e xilema.

Efeito do material

Fonte de variacéo Epiderme Floema Xilema D.V X.S
TC 19,18a 223,63b 264,98a 40,35a
D7 13,58b 323,77a 212,57b 32,77b
P (0,05) 0,011 0,002 0,018 <0.001

Efeito do ferimento — TC

Fonte de variacéo Epiderme Floema Xilema D.V X.S
TC intacto 19,18b 223,63a 264,98ns 40,35a
TC com ferimento 24,26a 155,39b 236,63 30,57b
P (0,05) 0,032 0,002 0,128 <0.001
Ferimento vs patégeno — D7
Fonte de variagéo Epiderme Floema Xilema D.V X.S
D7 com ferimento 15,21a 344,15a 177,36b 27,78b
D7 com patdégeno 12,37b 111,47b 281,75a 41,58a
P (0,05) 0,007 <0.001 <0.001 <0.001
Efeito do ferimento-D7
Fonte de variagéo Epiderme Floema Xilema D.V X.S
D7 sem ferimento 13,58ns 323,77ns 212,57a 32,77a
D7 com ferimento 15,21 344,15 177,36b 27,78b
P (0,05) 0,194 0,550 0,029 0,003
Efeito do pat6geno-D7
Fonte de variacdo Epiderme Floema Xilema D.V X.S
D7 intacto 12,37b 111,47b 281,75b 41,58a
D7 com patégeno 20,82a 315,03a 305,03a 38,27b
P (0,05) 0,001 <0.001 <0.001 0,117

D.V.X.S= Diametro médio dos vasos do xilema secundario.

Caracteristico dos patdgenos hemibiotréficos, tais como Phytophthora
cinnamomi, 0 mesmo penetra inicialmente no tecido e posteriormente, numa segunda
fase, inicia o processo de necrose (HARDHAM, 2001; LAPIN; VAN DEN
ACKERVEKEN, 2013), sendo que a penetracdo do patégeno pode ocorrer nas
primeiras horas de contato com a planta (O’GARA et al., 2015; RUIZ GOMEZ et al.
2015) e pode desenvolver lesbes necroéticas ou colonizar sem degradar o tecido,
segundo as condi¢bes ambientais (COLLINS et al., 2012; SHEARER; CRANE, 2012).

Baseado na analise anatdbmica do tecido do caule sugere-se que, nessa fase
inicial, o patégeno coloniza e se estabelece principalmente no tecido vascular, por

meio de hifas (Figura 25 a,b,c) tal como referenciado por Ruiz Gomez et al. (2015),
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onde posteriormente, na fase necrotrofica, inicia a degradacao de paredes celulares
e 0 colapso das estruturas.

Figura 25. Regido de xilema em caule de abacateiro com presenca de micélio de
Phytophthora cinnamomi com aumento de 40x (a), 100x (b) e 400x (c). A
seta vermelha indica a regido de localizacdo do micélio, assim como
tecido intacto (d, f) e tecido inoculado (e, g).

Nos primeiros dias apos inoculagdo, em consequéncia da interagdo entre o
patébgeno e a planta ocorre divisdo acelerada das células circundantes, tal como
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referido por Moralejo, Garcia-Mufioz e Descals (2009) na interacdo de P. cinnamomi
e P. ramorum, especificamente das células do parénquima medular e do xilema para
regenerar a regiao afetada pela colonizacéo, pois o floema e a epiderme estdo menos
envolvidos.

J& apos 45 dias do tratamento no caule, observou-se degradacdo do tecido
circundante ao ponto de infeccdo, principalmente na epiderme e com menor
severidade no xilema e parénquima medular (Figura ). No desenvolvimento da lesé&o
no caule, sustentado em varios estudos, sabe-se que a severidade e tamanho da area
necrosada sao variaveis, podendo ou ndo estar acompanhada de sintomas tais como
exsudacao (MBAKA et al., 2009). O aparecimento do sintoma pode variar entre
poucas horas até varios dias, dependo da patogenicidade do isolado inoculado, tecido
afetado e grau de suscetibilidade da espécie (ZENTMYER; STOREY, 1961; O"GARA
etal., 1997; RUIZ GOMEZ et al., 2015).

Figura 26. Regidao de inoculacdo com Phytophthora cinnamomi em caule de mudas
de abacateiro apés 45 dias. Seccdao transversal de Toro canyon (a) e Duke
7 (b); vista externa na epiderme (c) e corte longitudinal (d) da lesao.
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Segundo Osswal et al. (2014) as variacdes histologicas causadas pelo
Phytophthora dependem do tecido colonizado e da liberacdo de toxinas, assim por
exemplo no abacateiro posterior a infec¢cdo primaria de P. cinnamomi através das
raizes pode ocorrer o avanco pelo cambio, floema e xilema, dependendo da existéncia
das condic¢des para o desenvolvimento da doenca.

Por sua vez, Tippett et al. (1983) e Tippett e Hill (1984) observaram, em
Eucaliptus marginata, que o desenvolvimento da lesdo em caule lignificado invadiu os
tecidos, principalmente o floema secundario; e na raiz de Quercus ilex, Redondo et al.
(2015) observaram padréo diferente de colonizagdo dependendo do tipo de raiz,
sendo comum o desenvolvimento majoritario no floema, colonizagéo intracelular e

formacéo de haustério sem degradacao celular, na fase inicial de inoculacao.

3.3.7 AlteracBGes histologicas na regido de inoculacdo por microscopia de

varredura

A avaliacdo por microscopia Otica e diferenciacdo das estruturas de P.
cinnamomi em tecido vegetal é dificil, devido principalmente aos corantes histoldgicos
utilizados (LI et al., 2014). Portanto, complementando a andlise por microscopia
Optica, usando microscopia eletrénica de transmisséo, na regido de inoculagcédo e em
tecido intacto, observaram-se algumas caracteristicas no caule dos materiais D7 e TC

(Figura 27) na interacdo com o patdgeno.
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Figura 27. Eletromicrografia de varredura da seccao transversal do caule de mudas
de abacateiro “Toro canyon” (esquerda) e "Duke 7° (direita).

Na fase inicial do contato do patdgeno com o tecido ocorre a fase biotrofica, de
reconhecimento e estabelecimento no tecido através do crescimento de micélio,
formacdo de haustérios e liberacdo enzimética (ATTARD et al., 2008; YOSHIDA;
SHIRASU, 2012), podendo ocorrer a degradacao das camadas externas da epiderme
e do floema, tal como observado na Figura 28, similar ao observado por Inch e Ploetz
(2012) no caule de mudas de abacateiro afetadas por Rafaellea lauricola.

Observou-se também abundante presenca do micélio (Figura 28 a, b) na regido
do tecido necrosado com sua consequente perda de estrutura (Figura 29 d), assim
como acumulo regular de contetdo granular (Figura 28 c), cujo tipo e funcdo deste
ndo se conhecem, pois sdo necessarios testes especificos para sua identificacao.
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Figura 28. Eletromicrografia de varredura na regido da base do caule de mudas de
abacateiro ‘Toro canyon‘ (Esquerda) e ‘Duke 7 (direita) sob incidéncia de
P. cinnamomi 15 dias ap0s a inoculacdo, observando-se abundante
micélio (seta vermelha) (a, b) e presenca de graos de polissacarideos
(seta amarela) nos vasos do xilema (c), vista general da regidao dos
sintomas (d).

Embora poucos estudos histolégicos relatam a interacdo do Phytophthora
cinnamomi com plantas lenhosas, o observado nas anteriores eletromicrografias,
assemelha-se das respostas comuns como a colonizagéo e proliferacdo de estruturas
intracelulares circundando o tecido desorganizado e células destruidas tal como
relatado em tecido de Quercus ilex (SHEARER; CRANE, 2012; REDONDO et al.,
2015; RUIZ GOMEZ et al., 2015). Por sua vez, tal como observado neste estudo, o
acumulo de conteudo granular, visivel no tecido vascular, segundo Mansfield (2012)
€ desencadeado como resposta para protecdo contra entrada de patdgenos,

desidratacéo entre outras.
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3.4 Conclusbes

Mudas de abacateiro dos materiais Duke 7 e Toro canyon obtidas por semente
toleraram a presencga de Phytophthora cinnamomi no substrato.

O estabelecimento do patégeno no caule e sucedido na fase inicial (15 dias)
pelo rdpido aumento da divisdo celular na regido de afetacdo, porém, com o tempo o
patdgeno afeta a integridade das estruturas do tecido.

O aumento do desenvolvimento radicular e da Fv/Fm pode ser uma resposta
de tolerancia da planta diante da presenca do Phytophthora cinnamomi.

O indice de clorofila ndo se mostrou sensivel para avaliacdo das fases iniciais
do estabelecimento do patdgeno na planta.

A sensibilidade das mudas de abacateiro inoculadas no caule diferiu entre os
materiais, mas nao foi afetada pelo ferimento mecéanico, o que suporta a capacidade

do P. cinnamomi de atravessar aberturas naturais do caule.
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CAPITULO 4 — Estabelecimento in vitro de explantes de Persea americana de

materiais usados como porta-enxerto

RESUMO - O estabelecimento de explantes de espécies frutiferas no processo
de propagacdo in vitro é limitado pela alta carga de microrganismos endofitos, sendo
assim a selecao e o preparo da planta matriz, chave para o sucesso do processo. Em
Persea americana Miller a obteng&o comercial de porta enxertos é principalmente via
semente e alporquia, enquanto que o uso de técnicas in vitro ainda € limitado. No
presente trabalho, objetivou-se a introducdo de explantes de plantas matrizes de
‘Duke 7°. Testaram-se trés vias de desinfestacdo: 1- Imersao (10, 15, 20, 30 minutos)
de miniestacas, em hipoclorito de sodio (1,5 % m/v); 2- Com gemas apicais,
comparando a fonte de cloro (NaOCI ou Acido tricloro isociantrico- ATI), tempo de
imersdo (15 ou 30 mins.), e concentracdo (50, 100, 150 e 200 mg.L1); 3- Com
miniestacas de brotagc0es estioladas, testando a imersao (10 ou 20 mins) em NaOCI
(1% m/v). Os explantes foram dispostos em meio de cultivo SH modificado, e mantidos
em sala de crescimento. O delineamento experimental para miniestacas e gemas
apicais foi em blocos completos ao acaso, com quatro repeticbes e a unidade
experimental composta de 10 frascos com um explante em cada; foi quantificado o
percentual de contaminacéo. O terceiro experimento foi inteiramente ao acaso com
guatro repeticoes e 10 frascos com um explante em cada sendo a unidade
experimental; foi quantificado o percentual de contaminacao, discriminado em MFM e
MFC e os dados transformados (VX+0,5) para alcancar a normalidade. Quando
diferentes, as médias foram comparadas pelo método de Scott-knott (p< 0,05). No
primeiro teste com NaOCI (1,5%) n&o houve diferenca entre o tempo de tratamento
no percentual de contaminacdo (40 %). Na desinfestagcdo de gemas apicais, a
resposta da fonte de cloro variou em funcdo da concentracdo e o tempo, sendo o
NaOCI mais eficiente na eliminagédo de MFM e o ATI na eliminagdo de MFC. Salienta-
se que a interagdo do ATI (200 mg.L"1) por 30 minutos foi a mais eficiente. Finalmente,
com miniestacas estioladas, 20 minutos foi mais adequado. Conclui-se que tanto o
uso de brotacdes estioladas, como o uso de ATI para desinfestacéo, sdo promissoérios
no estabelecimento in vitro de explantes de abacateiro.

Palavras-chave: abacateiro, acido tricloro isociandrico, desinfestacéo,
microrganismos endofiticos
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CHAPTER 4 - In vitro establishment of Persea americana explants used for
micropropagation

ABSTRACT - The establishment of axenic explants from fruit plant species for
in-vitro propagation can be difficult because of the endophytic microorganisms, being
the selecting and preparing procedure, a key step to the successfully establishment.
In avocado, the commercial technique for obtaining rootstocks is primarily through
propagation by seed and layering, and the use of in vitro techniques remains limited.
The aim of this study was the in vitro establishment of avocado 'Duke 7' explants from
mature plants. Three methods of disinfection were tested: 1. Immersion (10, 15, 20,
and 30 minutes) of minicutting in sodium hypochlorite solution (NaOCI, 1.5% w/v); 2.
Using apical buds, compared two sources of chlorine (NaOCI and trichloroisocyanuric
acid, TCA), immersion time (15 or 30 min), and concentration (50, 100, 150 and 200
mg. LY); 3. Minicuttings obtained from etiolated shoots, were soaked (10 or 20 minutes)
in NaOCI (1% wi/v). The explants were placed in SH modified culture medium and
maintained in a growth room. The tests with mini-cuttings and apical buds each was
established in a randomized complete block design with four replicates, being, 10
flasks containing one explant, as experimental unit, was set up to quantify the
percentage of explants that were contaminated. The test of chlorine sources involved
a randomized complete block design in a 2-x-4 factorial with two immersion times and
four chlorine concentrations, and the test quantified the percentage of contamination
by mycelium forming microorganisms (MFM) or colonies (MFC). The data were
transformed (VX + 0.5) to achieve normality. The normality of the data was verified by
the Cramer-Von-Mises method; treatments were compared by using ANOVAs, and
when different, the means were compared by the Scott-Knott method (p < 0.05). There
was no resulting difference between 10 and 30 min of treatment with 1.5% NaOCI on
the contamination percentage (40%). For the disinfecting apical buds, the response for
each chlorine source varied with concentration and time. NaOCl was more effective for
the removal of MFM and TCA than for MFC. Here, using TCA at 200 mg/liter for 30
minutes was the most effective treatment. In the test with etiolated minicuttings, the
minimum contamination occurred with 1% NaOCI for 20 minutes. In conclusion, the
use of etiolated explants and using TCA acid for disinfection are a promising option for
improving the in-vitro establishment of avocado explants.

Keywords: avocado, trichloro isocyanuric acid, disinfestation, endophytic
microorganisms
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4.1 Introducgéo

Na produgéo comercial de mudas de abacateiro (Persea americana Miller), o
uso de porta-enxerto é fator relevante dado a necessidade de adaptacéo as condicbes
locais de producédo, além de conferir maior qualidade as mudas, uma vez que ha uma
série de beneficios resultantes do uso da enxertia, dentre eles, reducéo do periodo de
juvenilidade e do porte da planta (HALMA; FROLICH, 1952; CRANE et al., 2013;
GOLDSCHMIDT, 2014). Os porta-enxertos podem ser obtidos tanto por via vegetativa
como sexuada (através de sementes), sendo que ambas possuem vantagens e
desvantagens ou limitagbes, de acordo com os locais em que serdo utilizadas
(ERNST; WHILEY; BENDER, 2013).

O uso de semente € associado a alta variabilidade fenotipica, que vai incidir no
processo de enxertia, resultando em desuniformidade tanto na exigéncia dos tratos
culturais como na producdo em condicdes de campo, 0 que nao é desejavel em
cultivos comerciais, enquanto que as mudas obtidas por via vegetativa (clonagem)
apresentam uniformidade, além de apresentarem, na maioria das vezes, maior volume
radicular, porém, multiplas caracteristicas dos porta-enxertos, além da referida, devem
ser consideradas (DOUHAN, 2009; AYALA SILVA; LEDESMA, 2014).

Para clonagem de mudas para porta-enxerto de abacateiro, a dupla enxertia
tem se tornado a alternativa comercial mais empregada, especialmente devido a
limitacao fisiol6gica para enraizamento do abacateiro (GOMEZ; SOULE; MALO, 1971,
ERNST; WHILEY; BENDER, 2013). Ja o uso da propagac¢ao in vitro viabiliza a
capacidade de desdiferenciacdo e regeneracdo das células somaticas para o
desenvolvimento de novos organismos sob condi¢cbes axénicas, 0 que, em termos
bioldgicos, € conhecido como totipoténcia (VASIL; VASIL, 1972); entretanto, fatores
tais como o tipo e preparo do explante, condicbes da planta matriz, meio de cultivo,
influenciam no sucesso da técnica (GEORGE; HALL; KLERK, 2008a).

Quando se realiza a propagacao in vitro, dentre os explantes mais usados para
espécies fruticolas, citam-se: embrido zigoético, gema; apice; e tecidos somaticos
(JAIN; HAGGMAN, 2007).

Véarios estudos tém sido realizados visando a obtencdo de mudas por
micropropagacao em abacateiro (SCHROEDER, 1979, 1980; PLIEGO-ALFARO;
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MURASHIGE, 1987; MOHAMED-YASSEEN, 1993; BIASI, 1995; WESSELS, 1996;
BARCELO-MUNOZ et al., 1999; PLIEGO-ALFARO et al., 1999; VINA et al., 1999;
RAHARJO; LITZ, 2005; AVENIDO et al., 2007; SANCHEZ-ROMERO et al., 2007;
FUENTES et al., 2013; ENCINA et al., 2014), porém o processo de introducdo de
explantes viaveis para multiplicacéo in vitro € ainda uma fase limitante, principalmente
devido a alta contaminacéo e oxidacdo (BUNN; TAN, 2002; GEORGE; HALL; KLERK,
2008b).

Na tentativa de superar esta limitacdo, estudos utilizando tratamento de
explantes sdo realizados (DALSASO; GUEVARA, 1985; BIASI, 1995), bem como
testes de pré-acondicionamento das plantas matrizes para posterior extragdo do
explante (SCHROEDER, 1980; COOPER, 1987; PLIEGO-ALFARO et al., 2013). Para
a desinfestacdo de explantes de espécies frutiferas, referenciam-se produtos tais
como cloruro de mercurio (HgClz), dicloro isocianurato de sodio (CsN3OsClzNa),
hipoclorito de sodio (NaOCI), hipoclorito de calcio (Ca(ClO)z2) e etanol (CHsCH2)
(GARCIA et al., 2009; KUMAR; ANAND; REDDY, 2010) em concentracdes que variam
entre 0,5% e 5% (TEIXEIRA DA SILVA et al., 2003; VARGAS et al., 2004; GATICA;
ARRIETA; ESPINOZA, 2007; PAUNESCU, 2009; RODRIGUES; ALMEIDA, 2010) em
contato por 15 a 20 minutos.

Dentre os produtos acima citados, o NaOCI (CAS: 87-90-1) apresenta baixo
custo e facilidade de manejo quando comparado com os demais (GARCIA et al.,
2009), sendo a fonte de cloro mais utilizada na desinfestacdo de explantes para
propagacéo in vitro (GARCIA-GONZALES et al., 2010). O NaOCI é quimicamente
classificado como uma base forte (ESTRELA et al.,, 2002), com pH em solucéo
comercial acima de 11, enquanto que compostos como o &cido tricloro isocianurico
tem pH ligeiramente acido.

A biodinamica do cloro em solucdo sugere que quanto menor o pH sua acao
antimicrobiana aumenta (ESTRELA et al.,, 2002; TILSTAM; WEINMANN, 2002).
Apesar disso, ndo se conhece do uso de acido tricloro isocianurico (CAS: 87-90-1) no
preparo de explantes vegetais e ha reduzido nimero de trabalhos referenciando as
vantagens do uso em solucéo do acido dicloro isocianurico, outra fonte acida de menor
concentracdo de cloro, na desinfestacdo de explantes vegetais (PRENDERGAST;
SAYEGH, 1996; NIEDZ; BAUSHER, 2002; MORGENTHAU et al., 2012).
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Tanto em relacdo ao tipo e preparo do explante quanto ao processo de
desinfestacdo em condi¢des de laboratorio, uma associacdo entre a técnica de dupla
enxertia proposta adaptada por Hofshi (1996) e o preparo das mudas para producao
de explantes proposto por Cooper (1987) poderia ser uma alternativa para clonagem
de material adulto.

Assim, objetivou-se com a presente pesquisa a comparacdo de vias para
desinfestacédo e estabelecimento in vitro de explantes axénicos a partir de tecido

adulto de plantas de ‘Duke 7°.

4.2 Material e Métodos

Visando o estabelecimento de explantes axénicos provenientes de plantas
adultas de abacateiro de ‘Duke 7’, foram realizados trés testes, tendo como variagdes
principalmente a fonte do explante e o método de desinfestacao.

4.2.1 Preparo do meio de cultivo e condi¢cdes da sala de crescimento

Os testes foram realizados no Laboratério de Micropropagacdo de Espécies
Horticolas do Departamento de Producdo Vegetal, localizado na FCAV/UNESP,
Campus de Jaboticabal.

O meio de cultivo utilizado foi o SH modificado (SCHENK; HILDEBRANDT,
1972) acrescentado de sacarose (25 g L), o pH do meio corrigido para 5,7 (1) e
apos, gelificado com agar (7 g L?).

Foi utilizado um volume de 25 mL de meio por frasco de vidro de 200 mL e
autoclavado por 15 min a 120 °C e 1,25 atm., bem como, em alguns casos, o meio foi
autoclavado e vertido em camara de fluxo laminar (quando utilizadas placas de petri).

Para todos os testes realizados, apds inoculacéo os explantes foram incubados
no escuro por cinco dias para diminuicdo da oxidacao e posteriormente expostos a luz
sob irradiancia de 11,4 (+ 2,66) um.m?s'. As condicdes de desenvolvimento do
explante no interior do frasco, medidas utilizando termo higrémetro Instruterm® HT-
500, foram: temperatura 22 °C (+ 0,7) e umidade relativa 95,43 % (£ 0,7).
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4.2.2 Teste 1 — Tempo de imersdo em solucdo de hipoclorito de sd6dio na

desinfestacdo de miniestacas

O objetivo deste primeiro teste foi comparar tempos de imersdo em hipoclorito
de sodio (NaOCIl) na desinfestagcdo de miniestacas obtidas de brotacdes novas
crescendo em plantas diretamente no campo.

Foi realizado seguindo o protocolo descrito por Barcel6-Mufioz e Pliego-Alfaro
(1997), usando brotacdes novas de uma mesma planta. Os explantes foram lavados
com detergente e agua corrente, retiradas as folhas e mantidos por 24 horas em
solucéo de tiofanato metilico (0,7 g L) a 25 °C. Seguidamente desinfestados em
solucdo de NaOCI (1,5% m/m), segundo o tratamento testado (10, 15, 20 ou 30
minutos) de tempo de imersdo em solucdo acrescentada de polisorbato 20% (1
gota.100 mL1t). Em camara de fluxo laminar durante o tratamento, os explantes foram
enxaguados trés vezes com agua deionizada autoclavada (30 minutos a 1,2 ATM) e
reduzidos no tamanho aproximado de 1 cm com uma gema lateral em cada (Figura
29).

Figura 29. Obtencao de mini estacas de abacateiro ‘Duke 7’ de plantas adultas para
estabelecimento in vitro. a) Selecdo de ramos da planta matriz; b) Pré-
lavagem; c) Retirada das folhas; d) Explantes em meio de cultivo SHm.
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O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, sendo a unidade
experimental constituida por 10 frascos com um explante em cada, e cada tratamento
com quatro repeticdes. Apos 15 dias de estabelecimento foi avaliada a contaminacao
visivel. Foi analisada a normalidade dos dados pelo teste Cramér—von Mises e as
meédias pelo teste F (p<0,05), sendo que, quando houve diferenca, estas foram
comparadas pelo método de Scott-Knott. (p<0,05).

4.2.3 Teste 2 — Comparacao de hipoclorito de sédio e &cido tricloro isocianurico

na desinfestacdo de gemas apicais

Neste segundo teste, o objetivo foi comparar duas fontes de cloro na
desinfestacdo de gemas apicais obtidas de brotacbes em plantas diretamente no
campo.

Para isso, brotacdes néo lignificadas, tendo entre cinco e dez centimetros de
comprimento, obtidas de plantas adultas de ‘Duke 7’ foram levadas para condicdes de
laboratério, lavadas com agua corrente e detergente, retiradas as folhas e
posteriormente seccionadas em fracdes de aproximadamente dois centimetros. A
partir destas porcdes, gemas apicais em crescimento ativo foram excisadas e
dispostas em placas de Petri contendo 25 mL de meio de meio de cultivo SHm (Figura
30).
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Figura 30. Explantes juvenis de abacateiro ‘Duke 7’para o estabelecimento in vitro de
gemas apicais obtidas de plantas adultas, a. brotacdo para obtencédo da
gema, b. gema para estabelecimento in vitro, c. Gema excisada e disposta
no meio de cultivo SHm.

Foram testadas duas fontes de cloro: NaOCI (produto comercial) e acido tricloro
isocianurico (HCI 200 ®), dois tempos de imerséo dos explantes (15 e 30 minutos) e
quatro concentracdes de cloro (50, 100, 150 e 200 mg. L1). O pH da solucéo de tricloro
(500 mg. L) foi + 3,93 e 0 do NaOCI (2,0% m/m) de +13.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com cinco repeticdes
por tratamento, sendo a unidade experimental composta por cinco placas de petri com
25 mL de meio de cultivo SHmM e um explante em cada.

Quinze dias apos o estabelecimento dos explantes, foi avaliada a contaminacéo
visivel, discriminando a contaminagdo com microrganismos formadores de micélio
(MFM) ou colonia (MFC), e identificados ao nivel de género os fungos contaminantes
que esporularam. Os dados foram transformados (VX+0,5) para atingir a normalidade
pelo teste Cramér—von Mises, as médias comparadas pelo teste F (p < 0,05) e quando

houve diferenca, comparadas pelo método de Scott-Knott. (P < 0,05).
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4.2.4 Teste 3 — Estabelecimento in vitro de explantes estiolados de material

adulto proveniente de mudas por enxertia

O objetivo deste terceiro teste foi a introducdo de explantes de brotacdes
estioladas de tecido adulto, previamente enxertado e desenvolvido sobre mudas de
semente mantidas sob casa de vegetacdo. A producdo das mudas e preparo dos
enxertos foi realizado em casa de vegetacdo e sala escura do Departamento de
Fitopatologia da FCAV-UNESP.

Para obtencdo das mudas, foram selecionadas sementes obtidas de frutos
maduros e sadios da variedade ‘Hass’. As sementes foram extraidas, desinfestadas
com NaOCI (2%) por 20 minutos e enxaguadas antes de serem semeadas em saco
plastico transparente de 300 mL contendo mistura autoclavada de solo e areia (1:1
v/v) como substrato. As mudas foram classificadas e aquelas que atingiram diametro
minimo de 0,5 cm foram transplantadas em vasos de 2 L para serem usadas como
porta-enxerto.

Foram enxertados explantes dos materiais ‘Duke 7’ e “Toro canyon’. A irrigacéo
das plantulas foi feita manual e individualmente para evitar molhar a parte aérea da
planta. Quando desenvolvidos os enxertos, das primeiras brotacdes foi retirada a
regido do é&pice visando romper a dominancia apical e induzir maior numero de
brotacbes e com menor vigor (Figura 31). Neste ponto, como pré-tratamento, as
mudas foram levadas dispostas em uma sala na auséncia de luz (Apéndice 1) para
induzir o estiolamento das brotagbes, sendo nelas aplicada quatro vezes, com
intervalo semanal, solucéo de tiofanato metilico (0,7 g.L'*) mais Pentabiol ® (500 mg.

L) para reducdo da microbiota endofitica.



Figura 31. Sequéncia para obtencédo de explantes estiolados de abacateiro para estabelecimento in vitro a partir de plantas
enxertadas. A) Enxertia em fenda cheia; b) Desenvolvimento das gemas do enxerto; ¢) Multibrotagdo induzida pela
quebra da dominancia apical; d) Brotagbes incubadas no escuro; e) Comparacdo de brotacfes normais (esquerda) e
estioladas (direita); e f) Miniestaca axénica em meio de cultivo.

66
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Apds cinco semanas os explantes foram excisados, deixando pelo menos uma
gema na matriz, e levados para o laboratério de micropropagacdo. Para
desinfestacdo, os explantes foram lavados com detergente e agua corrente,
seccionados em porc¢des de + 1 cm com uma gema, mergulhados por um minuto em
etanol (70%). Ja em camara de fluxo laminar, testou-se a imersao (10 ou 20 minutos)
em NaOCI (1%) e avaliada a contaminacdao visivel, discriminando entre contaminante
formador de micélio e de colbnia, quinze dias ap0s estabelecimento.

Finalmente enxaguados quatro vezes com agua deionizada autoclavada (1,2
ATM por 30 minutos) antes de serem colocados no meio de cultivo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, sendo a unidade
experimental composta de 10 explantes com quatro repeticbes. Os dados foram
transformados (VX+0,5) para atingir a normalidade pelo teste Cramér—von Mises, aas
médias comparadas pelo teste F (p < 0,05) e quando houve diferenga, comparadas
pelo método de Scott-Knott. (p < 0,05).

4.3 Resultados e Discussao

A cinética dos produtos como o cloro, usado durante o processo de
desinfestacdo de explantes vegetais para estabelecimento in vitro € um assunto pouco
estudado, sendo que a eficacia na eliminacdo dos microrganismos, potencialmente
contaminantes, é dependente de fatores como o tipo de explante, tempo de contato,
pH da solugéo, entre outros (HAAS, 1980; WENHUI; MENG, 2013).

Assim, para o estabelecimento dos explantes no meio de cultivo, provenientes

de tecido adulto, apresentam-se os resultados dos trés testes.

4.3.1 Teste 1 — Tempo de imersdo em solucdo de hipoclorito de sodio na

desinfestacdo de miniestacas

Na concentragdo de NaOCI utilizada para desinfestacao das miniestacas néo
houve diferenca entre o tempo de imersao sobre o percentual de explantes axénicos
(p= 0,132), sendo entre eles em média de 40% (C.V: 13,5 %) observando-se que o

estabelecimento in vitro foi altamente limitado pelo crescimento de microrganismos,
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em niveis que inviabilizariam o protocolo para o abacateiro.

Apesar de terem sido utilizadas concentragdes biocompativeis (ESTRELA et
al., 2002), a baixa taxa de desinfestacéo pode ter sido favorecida pela alta carga de
microrganismos endofitos, tipico de tecido vegetal sob condigcdes naturais
(CASSELLS; O’HERLIHY, 2003; JAIN; HAGGMAN, 2007).

Por sua vez, na introducéo de explantes de abacateiro, Zulfigar et al. (2009)
relataram que o aumento da concentracéo de cloro, mesmo sendo ainda considerada
alta; (0,5 - 2,0%) em contato por 10 minutos favoreceu a diminui¢éo da contaminacao.
Outros autores relatam que usando solucao de NaOCI (0,5% m/m) por 10 minutos, o
sucesso da desinfestacdo € associado com o uso de brotacBes novas, oriundas de
podas realizadas no material adulto (BARCELO-MUNOZ; PLIEGO-ALFARO, 1997;
PLIEGO-ALFARO et al., 1999).

Alguns autores referem a contaminagcdo como uma limitante constante quando
se trabalha com este tipo de espécies e deve ser abordada em diferentes aspectos,
isto é, na selecdo do explante e planta matriz, no manejo e preparo da planta e na
desinfestacdo e tratamento do explante no laboratério (CASSELLS; O’HERLIHY,
2003; JAIN; HAGGMAN, 2007).

4.3.2 Teste 2 — Desinfestacdo de gemas apicais comparando hipoclorito de sédio

e acido tricloro isocianurico

A analise separada das fontes de cloro: hipoclorito de sédio (NaOCI) e acido
tricloro isocianurico (ATI), bem como a concentracdo, sobre a incidéncia de MFM e
MFC sugerem respostas distintas em funcao das propriedades das referidas.

Quando utilizado ATI, ndo houve interagdo entre o tempo de tratamento e a
concentracdo na incidéncia de MFC, enquanto que na incidéncia de MFM a interacao
entre o tempo e a concentragéo foi significativa (Tabela 13).
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Tabela 13. Resumo da andlise de variancia para efeitos principais e interacdo quando
utilizado &cido tricloro isociandrico na contaminagdo com microrganismos
formadores de micélio (MFM) ou colénia (MFC) para estabelecimento in
vitro de explantes de abacateiro.

Variavel MFM MFC MFM e MFC
M.l (A)

15 81,0a 0,0 ns 17,0 ns
30 64,0 b 0,0 10,0
Conc. (B)

50 100 a 0,0 ns 00b
100 76,0 b 0,0 16,0 a
150 70,0 b 0,0 20,0 a
200 440 c 0,0 18,0 a
C.V (%) 6,33 0,001 9,33

P (A) 0,0005 1,000 0,081

P (B) < 0,0001 1,000 0,003

P (AxXB) < 0,0001 1,000 0,210

Letras em cada coluna mostram diferenca significativa pelo teste Scott-knott (p< 0,05) quando
significativo ao nivel de significancia de 5%pelo teste F. NS = néo significativo; M.I: minutos de imerséo;
Conc.: concentracdo (mg.L?).

A partir da andlise do desdobramento da interacao usando AT, infere-se que,
tanto em 15 como 30 minutos de exposi¢cédo dos explantes na solucéo, o aumento da
concentracdo de cloro foi inversamente proporcional a contaminac¢ao. Porém, quando
comparado dentro de cada concentracdo, apenas com 200 mg. L por 30 minutos,

ocorre a maior reducao significativa da contaminacao (Tabela 14).

Tabela 14. Desdobramento da interacdo entre o tempo de imersdo (A) e a
concentragdo do acido tricloro isoianurico - ATI (B) sobre o percentual
de explantes contaminados por microrganismos formadores de micélio
para estabelecimento in vitro de explantes de abacateiro.

Concentracao do ATI 15 Tempo (min.)BO P (< 0,05)
50 100 Aa 100 Aa 1,000
100 84 Aa 68 Ba 0,112
150 68 Ba 72 Ba 0,685
200 72 Ba 16 Cb <0,0001
P (< 0,05) 0,019 < 0,0001

Letras mailsculas iguais na coluna e mindsculas entre as linhas mostram diferenca significativa pelo
teste Scott-knott (p< 0,05) quando significativo ao nivel de significancia de 5%pelo teste F. NS = néo
significativo.
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Ja em relacdo ao NaOCI ndo houve interacéo entre os fatores analisados. Na
discriminagdo do tipo de contaminacdo, ha relativamente alta eliminacdo de MFM,
independente do tempo de tratamento e concentracédo da solucao (Tabela 15), similar
a resposta da incidéncia conjunta de MFM e MFC. Adicionalmente, encontrou-se que
na maior concentracdo houve também maior incidéncia de MFC, o que sugere maior
efichcia deste na eliminacdo de microrganismos filamentosos, que segundo o0s

resultados, em todos os tratamentos a incidéncia foi relativamente baixa.

Tabela 15. Resumo da andlise de variancia para efeitos principais e interacdo, no
percentual de explantes contaminados com microrganismos formadores
de micélio (MFM) ou colénia (MFC) quando utilizado hipoclorito de sédio
na desinfestacdo para estabelecimento in vitro de explantes de

abacateiro.
Variavel MFM MFC MFM e MFC
M.1. (A)
15 10,0 ns 47,0 b 270a
30 8,0 67,0 a 13,0b
Conc. (B)
50 12,0 ns 440b 220D
100 10 52,0b 18,0 b
150 6,0 56,0 b 38,0 a
200 8,0 76,0 a 2,0c
C.V (%) 11,35 8,22 10,45
P (A) 0,640 0,001 0,0069
P (B) 0,805 0,003 0,0001
P (AxB) 0,286 0,530 0,0051

Letras em cada coluna mostram diferenca significativa pelo teste Scott-knott (p< 0,05) quando
significativo ao nivel de significAncia de 5%pelo teste F, ns = ndo significativo; M.I: minutos de imerséo;
Conc.: concentragdo (mg.L1).

Ao analisar a incidéncia dos tratamentos sobre o percentual de explantes
axénicos, houve intera¢des tanto do produto com o tempo, como do produto com a

concentracéo (Tabela 16) cuja anélise de desdobramento encontra-se seguidamente.
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Tabela 16. Resumo da analise de variancia para efeitos principais e interacdo dos
produtos quimico (A), tempo de tratamento (B) e concentracéo do produto
(C) na desinfestacdo de explantes para estabelecimento in vitro de

abacateiro.
Variavel Explantes axénicos (%)
Produto (A)
Acido tricloro isocianurico 14,0 ns
Hipoclorito de sédio 14,0
Conc. M.I (B)
15 90b
30 19.0a
mg. L?
50 110b
100 14,0b
150 50b
200 26 a
C.V (%) 9,40
P (A) 0,644
P (B) 0,0017
P (C) 0,0001
Interacdo AxB < 0,0001
Interacdo AxC <0,0001
Interacéo BxC 0,115

Letras na coluna mostram diferenca significativa pelo teste Scott-knott (p< 0,05) quando significativo ao
nivel de significancia de 5%pelo teste F, ns = ndo significativo; M.l: minutos de imersdo; Conc.:
concentracdo (mg.L?).

No desdobramento da interagc&o entre o produto utilizado na desinfestacéo e o
tempo de tratamento, observa-se que a eficacia da concentracdo de cloro pode ser
afetada pelo tempo de contato com o explante, tal como referido em outros trabalhos
(PARKINSON; PRENDERGAST; SAYEGH, 1996; ESTRELA et al., 2002), sendo que
com 15 minutos o ATI atingiu a maior taxa de desinfestacdo dentre todas as
interagdes, enquanto que o NaOCI ndo apresentou diferenca significativa para os
diferentes tempos de tratamento (Tabela 17). A maior eficiéncia da desinfestacdo com

maior tempo de tratamento, quando usadas solucdes acidificadas de cloro
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referenciadas previamente (NIEDZ; BAUSHER, 2002), pode ser causada pela
liberacdo mais lenta de HOCI do ATI, enquanto que o NaOCI j& se encontra em
solucdo (HAAS, 1980; CASSELLS, 2012; DROGUI; DAGHRIR, 2015).

Tabela 17. Desdobramento da interacdo entre o produto utilizado no tratamento (A) e
o tempo de imerséo (B) sobre o percentual de explantes de abacateiro
axénicos para estabelecimento in vitro.

Produto Minutos de imersao P (< 0,05)
15 30

Acido tricloro isociandrico 2,0 Bb 26,0 Aa < 0,0001

Hipoclorito de sédio 16,0 Aa 12,0 Ba 0,313

P (< 0,05) 0,0005 0,0038

Letras mailsculas iguais na coluna e mindsculas entre as linhas mostram diferenca significativa pelo
teste Scott-knott (p< 0,05) quando significativo ao nivel de significancia de 5%pelo teste F. NS = ndo
significativo.

A andlise da interacdo entre produto e concentracdo permite inferir que o
aumento da concentracdo utilizada afeta negativamente a resposta do NaOCI e, no
caso do ATI a eficiéncia aumentou com a concentracdo, a pesar de baseado no
observado na Tabela 18. Possivelmente as concentragdes testadas foram inferiores
as adequadas para eliminacdo de microrganismos, pois segundo Parkinson,
Prendergast, Sayegh (1996), no tratamento por 30 minutos (5000 mg.L!) obteve-se o
nivel adequado de desinfestagéo, e ainda no controle de biofilmes de Pseudomonas
sp e células de plancton, Morgenthau et al. (2012) encontraram adequadas

concentrag@es a partir de 300 mg.L™2.

Tabela 18. Desdobramento da interacéo entre os produtos, acido tricloro isocianurico
(ATI) e Hipoclorito de sédio (NaOCI) (A) e a concentragdo (C) sobre o
percentual de explantes de abacateiro axénicos para estabelecimento in

vitro.

Concentracao (mg.L) Produto P (< 0,05)
ATI NaOCI

50 0,0 Bb 22,0 Aa 0,000

100 8.0 Bb 20,0 Aa 0,023

150 10,0 Ba 0,0 Ba 0,072

200 38,0 Aa 14,0 Ab 0,001

P (< 0,05) < 00,0001 0,0005

Letras mailsculas iguais na coluna e mindsculas entre as linhas mostram diferenca significativa pelo
teste Scott-knott (p< 0,05) quando significativo ao nivel de significancia de 5%pelo teste F. NS = ndo
significativo.
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Nas referéncias cientificas, poucos estudos comparam as propriedades
quimicas dos compostos clorados com a eficiéncia na desinfestacdo (WANG;
CHENG; QIAO, 2004; WENHUI; MENG, 2013). No entanto, na area da saude
humana, estudos sugerem que ha aumento do efeito quando utilizada solucéo
ligeiramente acidificada (pH 6,5) de NaOCI (4,2 %) do que com pH basico (MERCADE
et al., 2009), a0 mesmo tempo em que se incrementa sua citotoxidez (AUBUT et al.,
2010).

No caso do ATI, o maior percentual de desinfestacdo, obtido com 30 minutos
de contato na maior concentracdo testada, pode estar associado ao aumento da
cinética do cloro em solucao de pH acido, segundo Drogui e Daghrir (2015), regulado
pelo acido hipocloroso (HOCI), responsavel em grande medida pelo efeito biocida,
favorecido pelo pH baixo do ATI, enquanto que pH alto, como o do NaOCI, pode
causar sua dissociacdo e diminuir seu poder degradante (HELING et al.,, 2001,
CLASEN; EDMONDSON, 2006).

Ja em relacdo ao NaOClI, contrario ao anterior, a eliminacdo de MFM néo foi
afetada pelo aumento do tempo e concentracdo, mas sim inibida a eliminacao de MFC.
A inibicdo com 0 aumento da concentracdo pode estar relacionada com o aumento da
repulsado eletrostatica dada pelo HOCI em solucdo (ESTRELA et al., 2002; DROGUI;
DAGHRIR, 2015). O fato de o NaOCI ser menos eficiente na eliminacédo de MFC que
de MFM pode estar relacionado com a disposicdo deles no tecido e outras
caracteristicas proprias deste tipo de organismos (BUNN; TAN, 2002) ou por sua
habilidade para crescer neste tipo de meio de cultivo (VISS; BROOKS; DRIVER,
1991).

A maior reducdo dos MFC incide diretamente no aprimoramento do protocolo,
pois microrganismos como as leveduras ou bactérias sdo frequentes no
estabelecimento in vitro de explantes vegetais e considerados de mais sério
tratamento pela capacidade de crescimento rapido em meio rico de sacarose,
modificacdo do meio circundante e via fermentacdo produzir &lcool e 4cido acético
(CASSELLS, 2012; MBAH; WAKIL, 2012).

Embora os indices de desinfestacéo obtidos no teste sdo ainda abaixo do ideal
para processos de micropropagacéo, de acordo com Bunn e Tan (2002), por se tratar

de material de campo séo percentuais considerados normais.
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7

Finalmente, é necesséario continuar testando soluc¢des acidificadas de cloro

para aprimorar 0 seu uso em explantes vegetais.

4.3.3 Teste 3 — Estabelecimento in vitro de explantes estiolados de material

adulto proveniente de mudas por enxertia

ApOs 0 processo para o preparo do explante, somente sobreviveram enxertos
do material ‘Duke 7’, razao pela qual somente sao apresentados dados do referido.

Do ‘Toro canyon’ durante o processo de desenvolvimento dos enxertos, houve quedas

das folhas, posterior necrose gradativa das gemas e finalmente do enxerto (Figura
32).

Figura 32. Sintomas de necrose em enxertos de abacateiro ‘Toro canyon’ em
condicdes de casa de vegetacdo associados com estresse por alta
temperatura; a. Necrose apical; b. Queima inicial das folhas; c. Sintoma
das folhas apds absciséao.

O menor percentual de contaminagéo entre os trés testes apresentados neste
capitulo, de 23%, foi conseguido neste terceiro, quando utilizados explantes de
brotacdes dos enxertos desenvolvidos segundo o descrito na metodologia.

Em relagdo ao tempo de exposicdo ao tratamento na solugcdo de NaOCI,
guando os explantes foram tratados por 20 minutos houve menor incidéncia de MFC
gue na exposicdo de 10 minutos (p=0,016). Por sua vez, a do MFM foi baixa nos dois
tratamentos e néo diferiu entre eles (p=0,507), tal como observado na Figura 33.
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Figura 33. Percentual de contaminagdo por microrganismos formadores de micélio
(MFM) e formadores de colénias (MFC) obtidos de brotacdes estioladas,
guando tratados com hipoclorito de sodio (1% m/m) por 10 e 20 minutos,
para o estabelecimento in vitro de explantes de abacateiro.

Similar ao referenciado em trabalhos precedentes, o preparo do material das
plantas matrizes tal como realizado neste teste com a aplicacdo de fungicida e
antibidtico, constitui um passo fundamental para a viabilizacdo do estabelecimento in
vitro (BUNN; TAN, 2002).

Finalmente, o rejuvenescimento do material adulto induzido através da enxertia
e estiolamento, possibilita também incrementar a eficiéncia na desinfestacdo com
tratamento menos agressivo e mais rapido, o que repercute na diminui¢cdo da oxidacao
e consecutiva morte dos tecidos (COOPER, 1987; GEORGE; HALL; KLERK, 2008b;
BUNN; TURNER; DIXON, 2011).

A maior taxa de estabelecimento de explantes obtidos de brotacdes estioladas,
esta relacionada, segundo Bunn e Tan (2002), com o crescimento acelerado do tecido

e reducéo dos compostos fendlicos que atuam em detrimento do explante in vitro.
4.4 Conclusdes
Comparando o produto e o tempo de imersdo, o maior tempo de exposicédo do

tecido aumenta a eficiéncia do Acido tricloro isocianurico, entanto que com 15 minutos

o hipoclorito de sédio foi mais eficiente.
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Em ambos os produtos, Acido tricloro isociandrico e hipoclorito de sodio, a
concentracdo de 200 mg.L foi a mais eficiente, no entanto, nessa concentracdo com
o ATI o percentual foi maior.

Entre as metodologias testadas para o estabelecimento in vitro de explantes de
plantas adultas de abacateiro, a producédo de explantes em ambiente protegido via

enxertia constitui a mais viavel e eficiente.
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CAPITULO 5 — Armazenamento de embrides no desenvolvimento in vitro de

eixos embrionérios de Persea americana Mill

RESUMO - A producdo de porta-enxertos de Persea americana envolve
aspectos como inocuidade, desenvolvimento, adaptacdo dos materiais as condicbes
do meio ambiente, e outros que divergem entre o uso de clonagem ou semente. O
uso de técnicas acuradas de micropropagacao permite a obtencdo de mudas sadias,
ao mesmo tempo em que fixa caracteristicas genéticas. Em abacateiro, o
estabelecimento in vitro de explantes de plantas adultas constitui a principal limitacédo
entanto que para as fases posteriores, referencia-se o uso de MS, SH e WPM. Neste
estudo, comparou-se a biometria de embrides de ‘Toro canyon’ e ‘Duke 7’. Sob
condic¢des in vitro, o desenvolvimento dos eixos, nos meios MS, MS 30% e SHm, sem
e apos dois meses de armazenamento (10 °C) em saco plastico, com ou sem
perfuracdes. Adicionalmente o desenvolvimento de ‘Duke 7’ quando armazenado por
seis messes. As sementes foram desinfestadas (NaOCI 1,5%) por 30 minutos e
armazenadas (10,3 °C + 0,5 e 62,8% * 4,2 UR). Apds armazenamento, em camara
de fluxo laminar, os eixos foram extraidos e dispostos no meio de cultivo e mantidos
em sala de crescimento (22 °C; 11,4 um.m?s! (+ 2,66) e 89% UR (interior do frasco).
O delineamento experimental foi completamente aleatorizado, com quatro repeticoes.
Realizou-se analise de variancia e comparacao de médias (Scott-Nott test (p < 0.05).
No embrido e eixo embrionario, mediu-se: comprimento (mm), largura (mm) e massa
(g), assim como calculada a relacdo do tamanho entre eles. Dos embrides
armazenados foi quantificado o percentual de: sobrevivéncia, enraizamento e eixos
em roseta. Como resultado, sementes de ‘Duke 7’ foram mais compridas e pesadas,
apesar de que isso nado resulta em embrides de maior tamanho. Dos testes de
desenvolvimento in vitro, sem armazenamento para ‘Duke 7' houve maior
sobrevivéncia no SHm e enraizamento foi menor apenas no MS. No ‘Toro canyon’ a
sobrevivéncia e o desenvolvimento ndo foram afetados pela composi¢cao do meio, mas
o enraizamento foi menor no SHm. No armazenamento por dois meses, dos efeitos
simples nem o0 método de embalagem nem a composicao do meio afetou o percentual
de sobrevivéncia e enraizamento, apenas o numero de explantes em estado de
roseta, menor no MS. Dos eixos de ‘Duke 7’ armazenados por seis meses, 93% das
estruturas conservaram-se viaveis para cultivo in vitro. Sugere-se que o0
armazenamento de embrides para desenvolvimento de eixos in vitro é viavel, mas isto
depende da composicdo do meio mais do que a variabilidade biométrica das
sementes.

Palavras-chave: abacateiro, germinacgéao in vitro, meio de cultivo, micropropagacao
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CHAPTER 5 - Determination of viability and in vitro development of embryonic
axes after storage of Persea americana embryos

ABSTRACT - Obtaining of seedlings of Persea americana Miller used as
rootstocks should be considering the innocuity, development, response to
environmental conditions, and other factors, and these can differ when produced
clonally or from seed. The use of successful micro-propagation techniques can result
in healthy plants with the specific genotype needed for cloning. In avocado, the
establishment of in-vitro explants from mature plants is a major difficulty in reaching
this objective and the use of MS, SH and WPM has been referred. Using P. americana
"Toro canyon' and 'Duke 7° in the present work, the biometric variability of embryos and
the embryonic axes were compared. Under in-vitro conditions, the development of
embryonic axes in MS, MS 30% or SHm culture medium was compared with or without
previously storing (two months, 10 °C) the embryos in plastic bags, with or without
holes. In addition, the in-vitro development of 'Duke 7' embryos after storing for 6 mo
was assessed. The seeds were disinfested (1.5% NaOCI,30 min), then stored (10.3 =
0.5 °Cand 62.8% + 4.2 RH). Then, within a laminar flow chamber, the embryonic axes
were excised and placed into a culture and incubated in a growth room (22 °C, 11.4
2.66 um/m? s, and 89% RH, inside the flask). A completely randomized design was
used with four replicates. Analyses of variance were performed with means separation
(Scott-Nott test p < 0.05). For the embryo and embryonic axes, lengths, widths, and
masses were measured and relationships of embryo to embryonic axis size were
calculated. For embryos growing under in-vitro conditions, percentage survival and
rooting and apical development were determined. As results, seeds of 'Duke 7' were
larger and heavier than of ‘Toro canyon', although the embryos did not differ in size.
For tests of in-vitro development without storage, 'Duke 7' had its highest survival rate
in SHmM medium and the least rooting was in MS. 'Toro canyon'’, survival and
development were not affected by medium, but its rooting was lowest in the modified
SH medium. Considering embryos stored for two months, there was no interaction
between the factor; however, the number of explants in rosette stage was lowest from
the MS medium. For 'Duke 7' embryonic axes stored for 6 mo, 93% remained viable
for in-vitro cultivation. Overall, results of this research suggest that avocado in vitro
development after storing of embryos is feasible, and it depends more on the cultural
medium composition than on biometric variability of seeds.

Keywords: avocado, in-vitro germination, cultural medium, micro-propagation
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5.1 Introducéao

Persea americana Miller é originaria da Ameérica central e encontra-se
distribuida também na América latina, Estados Unidos, Espanha, Africa do Sul, Haiti,
Australia (SCORA; BERGH, 1990; AYALA SILVA; LEDESMA, 2014). A area mundial
destinada para esta cultura € aproximadamente de 500.000 ha, sendo que no Brasil
existem aproximadamente 11.000 ha, dos quais o estado de S&o Paulo com 54% é o
principal produtor (DORIZZOTTO et al., 2011).

Comercialmente, para producdo de mudas utiliza-se majoritariamente mudas
por enxertia da variedade comercial sobre porta-enxerto, entanto que o uso da
micropropagacao ainda € pequeno (ERNST; WHILEY; BENDER, 2013). Para
propagacgéo in vitro de Persea americana, estudos em diversos sentidos tém sido
desenvolvidos no intuito de obter mudas com fins de propagacdo e melhoramento
(PLIEGO-ALFARO et al.,, 1999; RAHARJO; LITZ, 2005; FUENTES et al., 2013;
ALMARAZ-SANCHEZ; ALVARADO-ROSALES; SAAVEDRA-ROMERO, 2013;
ENCINA et al., 2014).

Dentre as técnicas usadas ha micropropagacdo, encontra-se o0
desenvolvimento in vitro de embrides isolados em meio de cultura, usado em muitas
outras espécies, seja como fase prévia para desenvolvimento de mudas ou como para
resgate de material genético de interesse (RAGHAVAN, 2003). Em condi¢des in vitro
a técnica possibilita o desenvolvimento e formacéo de mudas sadias e axénicas para
microenxertia (PLIEGO-ALFARO; MURASHIGE, 1987; RAHARJO; LITZ, 2005),
assim como para estudos fisioldgicos e de conservacédo de germoplasma.

Diferente de outras espécies, 0 abacateiro é uma espécie mono-embriénica
(MORAIS et al., 2010) e de sementes recalcitrantes (ROBERTS; KING, 1980), o que,
no melhoramento genético, limita a taxa de obtengdo de individuos de um unico
cruzamento, além da reduzida possibilidade de se manter viaveis apoés
armazenamento.

Os primeiros trabalhos com eixos embrionarios de Persea americana relataram
e exploraram o potencial de aproveitamento desta fase da planta na propagacao
(POPENOE; BUTLER, 1928; TRAUB; AUCHTER, 1933), sendo ainda mais viavel ao

se incorporar a utilizagdo de técnicas in vitro, uma vez que reduz os altos custos da
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técnica.

Assim, observa-se que trabalhos para o desenvolvimento in vitro de eixos
embrionarios de abacateiro sdo escassos e existem limitacbes associadas ao
completo desenvolvimento das estruturas, bem como ao tipo de meio de cultivo para
as fases subsequentes (SANCHEZ-ROMERO et al., 2007; MARQUEZ-MARTIN et al.,
2009; FUENTES et al., 2013; ENCINA et al., 2014).

Apesar de que ndo se conhecem resultados de desenvolvimento in vitro dos
eixos apds conservacao das sementes, porém sabe-se, por exemplo, que alguns
tratamentos prévios, como a dessecac¢do parcial das sementes, ao longo do tempo
podem afetar positivamente a germinacdo (MARQUEZ-MARTIN et al., 2009)

Em relacédo ao meio de cultivo, 0 MS 100% (MURASHIGE; SKOOG, 1962) nao
€ recomendado na micropropagacdo de abacateiro, pois tem sido associado a
desordens fisiolégicas, alteracdes ou reducdo no desenvolvimento dos explantes,
sugerindo-se 0 uso da concentracdo reduzida de macro-elementos do MS ou
composi¢gdes como Wood Plant Medium - WPM (LLOYD; McCOWN, 1981) ou SH
(SCHENK; HILDEBRANDT, 1972) modificado de Schenk e Hildebrandt (1972), Harty
(1985) e Pliego-Alfaro e Murashige (1987).

Em concordancia com o0 anteriormente exposto, no presente trabalho
apresentam-se resultados do desenvolvimento dos eixos embrionarios de abacateiro,
sob condi¢cdes in vitro, em fungdo da composicdo do meio de cultivo e do

armazenamento das sementes.

5.2 Material e Métodos

Para os trés testes detalhados a seguir foram utilizadas sementes extraidas de
frutos maduros dos materiais de abacateiro ‘Toro canyon’ e/ou ‘Duke 7’, segundo o
teste, pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma e 0s experimentos realizados no
Laboratorio de Micropropagacéo de Horticolas do Departamento de Producéo Vegetal
- FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal.

5.2.1 Variabilidade morfolégica em embrides de abacateiro ‘Toro canyon’ e
‘Duke 7’
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Para determinagéo da massa dos embrides e a relagdo embrido-semente, 50
frutos maduros sadios dos materiais avaliados foram coletados e levados para o
laboratorio referido anteriormente. Apds remocdo da polpa, as sementes foram
lavadas em agua corrente para retirada do epicarpo e enxugadas superficialmente.

Para mensuracdo do eixo embrionario, com ajuda de uma espatula para
disseccao de aluminio, realizou-se leve forca na regido apical da semente no ponto
de unido cotiledonar até completa separacdo. Seguidamente com ajuda de bisturi, 0

eixo embrionario foi separado cuidadosamente pela base (Figura 34).
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Figura 34. Desenho de embrido e eixo embrionario de abacateiro para extracdo e
estabelecimento in vitro. a: Partes do embrido com a regido de unido
cotiledonar, b. Eixo embrionario separado usado para estabelecimento in
vitro. 2016. Adaptado de Lady of Hats- avocado seed.

Foram mensurados o comprimento e largura (mm), a massa (g), assim como

calculada a correlacao entre o tamanho da semente e do eixo embrionario.

5.2.2 Testes de armazenamento de embrides e posterior viabilidade para

desenvolvimento in vitro dos eixos embrionarios

Sementes foram obtidas do local e seguindo o procedimento descrito
anteriormente para seu preparo e armazenamento. Logo apoés, imersas em solugao

de NaOCI (1,5% i.a) por 30 minutos e entdo colocadas no meio ou na condicao testada
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para armazenamento.

Apés o periodo de armazenamento testado, as sementes foram novamente
submersas em solucdo de NaOCI (1,5% i.a) por 20 minutos e, em condicfes axénicas,
submetidas a triplice enxague com agua deionizada autoclavada (30 minutos a 1,2
Atm). Para obtencao do eixo, semente foi separada pela regidao de unido, mas sem
tecido cotiledonar, retirado o eixo embrionario completamente (Figura 35) e finalmente
disposto individualmente no meio de cultivo em frasco de vidro de 200 mL contendo
25 mL de meio de cultivo, e tampados com filme plastico de polietileno (0,910-0,940

g.cmd).

Figura 35. Preparo de sementes de abacateiro para armazenamento e
estabelecimento in vitro de eixos embrionérios. a: Imersdo em NaOCI
(1,5% i.a); b. Sementes apds desinfestacdo; c. Separacdo para
extracao do eixo embrionario; d. Eixo embrionario; e. Desenvolvimento
inicial em meio de cultivo.

As condi¢des da sala de crescimento para o desenvolvimento dos explantes
foram: irradiancia 11,4 (+ 2,66) um.m?s?!, e as condicdes de desenvolvimento
mensuradas no interior do frasco, utilizando termo-higrémetro Instruterm® HT-500,
foram: temperatura 22,0 °C (+ 0,7) e umidade relativa 95,43 % (x 0,7).
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5.2.3 Armazenamento do embrido e meio de cultivo no desenvolvimento in vitro

de eixos embrionéarios

Eixos embrionarios de materiais ‘Duke 7° e ‘Toro canyon’ foram obtidos
seguindo a metodologia descrita anteriormente para comparar, tanto sem
armazenamento como pelo efeito apdés armazenados por dois meses, 0 seu
desenvolvimento in vitro em trés meios de cultivo: MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
MS modificado (30% macro nutrientes) e SHm (SCHENK; HILDEBRANDT, 1972).

O armazenamento realizou-se em cameras tipo BOD a 10,3°C +0,5e 62,8 %
+ 4,2 UR, no escuro. Foram dispostas duas sementes por saco de papel kraft (100g.m?
capacidade 0,5 kg) e 10 desses em duplo saco plastico transparente (1,10-1,35
g.cm3), hermeticamente fechado ou perfurado (aproximadamente 100 furos de 1 mm

de diametro), segundo ilustrado na Figura 36.

Figura 36. Procedimento geral do preparo das sementes de abacateiro. ‘Duke 7’ para
armazenamento (10°C) por 60 dias em saco plastico.

Apés 60 dias de estabelecimento no meio de cultivo foi avaliada a porcentagem
de: sobrevivéncia, enraizamento, desenvolvimento do meristema apical e no estado
de roseta (Figura 37). O experimento foi em delineamento completamente ao acaso e
a unidade experimental constituida por dez frascos com explante individual. Foi
realizada andlise de variancia e comparacao de médias pelo teste de Tukey (p < 0,05).



Figura 37. Desenvolvimento in vitro de eixos embrionarios de abacateiro ‘Toro
canyon’ em meio de cultivo semissélido. a) separacéo para extracdo do
eixo embrionério; b) desenvolvimento apical; c) fase de roseta; d)
enraizamento e desenvolvimento apical.

5.2.4 Viabilidade de eixos embrionarios de embrides de abacateiro ‘Duke 7’

armazenados por seis meses

Prévio armazenamento do material seguiu-se a metodologia geral descrita para
0 preparo das sementes. Para o armazenamento as sementes foram dispostas em
caixas plasticas hermeticamente fechadas no escuro por seis meses (10 °C e 63%
UR). Apdés o tempo de armazenamento, em camara de fluxo laminar, os eixos
embrionarios foram extraidos e colocados em meio de cultivo SHm (Figura 38),

mantidos em sala de crescimento nas condi¢gbes descritas anteriormente.

Figura 38. Sequéncia geral do preparo para armazenamento de embribes de
abacateiro em BOD (10 °C) por seis meses.
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O experimento foi disposto em delineamento inteiramente ao acaso com quatro
repeticdes de oito eixos embrionarios como unidade experimental. Para normalizar os
residuos, os dados foram transformados (Arcsen \x/2). Realizou-se comparacéo de
meédias pelo teste F e, quando diferentes, foi realizada analise de regressao (p < 0,05).
As variaveis analisadas foram o percentual de sobrevivéncia, enraizamento e

explantes em fase de roseta, durante 65 dias a partir do estabelecidos no meio.

5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Variabilidade morfolégica em embrides de abacateiro ‘Toro canyon’ e
‘Duke 7’

As caracteristicas fisicas das partes que constituem a semente podem
constituir o tipo de limitante na germinacéo denominada dorméncia fisica (RAJJOU et
al.,, 2012; PAULSEN et al., 2013). Os dois materiais apresentam, tipicas das
recalcitrantes, sementes grandes (VON TEICHMAN; VAN WYK, 2008) sendo que as
sementes de ‘Duke 7' sdo, em média, mais pesadas e alongadas, com 0 eixo
embrionario do mesmo tamanho, porém mais leve, quando comparadas com as de
‘Toro canyon’, o que faz com que a relacdo entre a massa da semente e 0 eixo seja

menor no ‘Duke 7° em comparagao com ‘Toro canyon’ (Tabela 19).

Tabela 19. Biometria de eixos embrionarios dos materiais ‘Duke 7’ e ‘Toro canyon’ de

abacateiro.
Semente Eixo embrionario R.M
Altura Diametro Massa  Altura Diametro Massa
(mm) (mm) @) (mm) (mm) 9 E/Ee
Toro canyon 43,03b 31,74ns 25,20b 10,03ns 5,43 ns 0,0a 0,40a
Duke 7 4966a 32,34 30,47a 10,3 5,68 0,08 b 0,27 b
P (0,05) <0,001 0,330 <0,001 0,567 0,41 0,027 <0,001

Letras em cada coluna mostram diferenga significativa pelo teste Scott-knott (p< 0,05) quando
significativo ao nivel de significAncia de 5% pelo teste F. NS = néo significativo; R.M S/Ee: Relacao
entre a massa do embrido e o eixo embrionério.

Segundo Adjei, Banful e Idun (2011) o desenvolvimento convencional de mudas
é afetado, entre outras, pelo tamanho da semente, enquanto Sanchez-Romero et al.
(2007) sugerem que o tamanho dos cotilédones pode também incidir na protrusdo dos
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eixos embrionarios. O verificado neste presente trabalho foi a variacdo no tamanho do
eixo embrionario entre uma populacdo de sementes (Figura 39) é que nem sempre
sementes maiores sao constituidas de eixos maiores, sendo que a correlacdo do
tamanho cotilédone/eixo embrionario foi ndo significativa no ‘Duke 7’ (0,917) e
significativa no Toro canyon (P=0,049), cujo coeficiente de correlacado de Pearson (P
> 0,050) foi 0,018 e 0,335, respectivamente.

e \/ &/ \v/ .\f

B .

Figura 39. Aspecto do embrido e variagdo morfoldgica do eixo embrionario de
abacateiro ‘Duke 7’ (a, b, c¢) e “Toro canyon’ (d, e, f), (barra = 1cm).
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5.3.2 Armazenamento do embrido por dois messes e meio de cultivo no

desenvolvimento in vitro de eixos embrionarios

Para o teste sem armazenamento, nos dados analisados ao longo do tempo,
tanto no ‘Toro canyon’ quanto no ‘Duke 7' ndo houve interacdo entre os fatores.
Considerando os efeitos simples, para o ‘Duke 7' a sobrevivéncia (P= 0,019) e o
enraizamento (P= 0,006) diferiu entre os meios (Figuras 40a e 40b) enquanto que o
namero de explantes em roseta nao diferiu (P=0,272). Para o ‘Toro canyon’ houve
diferenca entre os meios de cultivo no enraizamento (P=0,020) (Figura 40c), mas néo
na sobrevivéncia (P=0,272) nem explantes em fase de roseta (P=0,260). As medias e

0s modelos ajustados da analise de regressao sdo apresentados na Tabela 20.

Tabela 20. Porcentagem média de sobrevivéncia, enraizamento e desenvolvimento in
vitro de eixos embrionarios sem armazenamento de abacateiro ‘Duke 7’ e
‘Toro canyon’ em meio de cultivo apds 60 dias de incubacao.

Material Média (%) Modelo ajustado (Y=) CV (%)
‘Toro canyon’
Vivos 99 4,52
Enraizados 0,485 +0,027x - 0,0004 X? 11,38
Roseta 13 2,8225 -0,3789x + 0,0199 X2 25, 32
‘Duke 7’
Vivos 22,92
Enraizados -0,0516 + 0,0134x + 0,0001 X2 45,76
Roseta 57 1,1712 + 0,0967 — 0,0011 X? 20,97
Modelo ajustado significativo ao nivel de significancia de 5%pelo teste F; --- = ns.
100% a 100% 100% a a
= b = b MS
ﬁ 80% 4 c ﬁ 80% - g 80% -
€ 60% % 60% 2 0% - i
'g 40% 5 40% - ° ab E 40%
£ e b I E
S 20% S 20% l £ 20% 4 mMS
0% +— = 0% ox% | (30%)
Meio de cultivo E Meio de cultivo IZI Meio de cultivo IZI

Figura 40. Sobrevivéncia e enraizamento de eixos embrionarios de abacateiro sem
armazenamento sob condi¢des in vitro nos meios de cultivo MS, MS (30%)
e SHm. a, b: ‘Duke 7’; c: “Toro canyon’. *Letras nas barras mostram
diferenca significativa pelo teste Scott-knott (p< 0,05) quando significativo
ao nivel de significancia de 5% pelo teste F.
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No teste de desenvolvimento dos eixos das sementes de ‘Duke 7’ apds
armazenamento por 60 dias, a taxa de desenvolvimento de estruturas completas dos
eixos embrionarios variou em func&o da composi¢cado do meio de cultivo, mas quando
comparada a interacdo com o método de armazenamento, apos 60 dias de avaliacao,
nao houve interacédo sobre: porcentagem de sobrevivéncia (P= 0,145); porcentagem
de enraizamento (P= 0,210) e porcentagem de explantes em roseta (P= 0,107).

Para os efeitos simples, em nenhuma das variaveis avaliadas, enraizamento
(P=0,104) sobrevivéncia (P=0,116) e eixos em fase de roseta (P=0,431), houve
diferenga comparando o método de armazenamento. Entre o meio de cultivo, houve
diferenca apenas na percentagem de explantes em estado de roseta (P=0,001), sendo
menor no meio MS (28%), enquanto que entre o meio MS30% e SHm nao houve
diferenca, sendo em média de 52%. A porcentagem de explantes vivos (P=0,620) e
enraizados (P=0,085) ndo diferiu entre os meios de cultivo, sendo, em média, 97%
(CV=5,72%) e 70 % (CV= 27,09%), respectivamente.

O observado nos resultados em relacdo a composicdo do meio de cultivo,
mostra que esta incide diretamente na resposta morfogénica do tecido sob condi¢des
in vitro, conforme também relatado em outras pesquisas (VINA et al., 1999; KOZAI;
AFREEN; ZOBAYED, 2005; MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 2009).

A composic¢do de um meio de cultivo, entre outras coisas, depende também da
relacdo e concentracdo de macro e micronutrientes e suas formas ibnicas, assim como
vitaminas e reguladores de crescimento adicionados (MURASHIGE, 1973; GEORGE;
HALL; KLERK, 2008a).

Por sua vez, a diferenca entre os meios MS e MS 30% é a reducdo na
porcentagem dos macronutrientes. No MS os principais constituintes sdo KNOs e
NH4NOs3, seguido de CaCl: e MgSOa4 (Figura 41a) enquanto que no SHm é o KNOs,
seguido de MgSO4 e o NH2HPO4 (Figura 41b), evidenciando que a principal diferenca
se encontra ha menor concentracéo total de sais, a variacéo na relacdo NH4/NOs e na

relacdo Ca + Mg/K (Figura 41c).
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Figura 41. Comparacao dos principais sais (a, b) e elementos quimicos constituintes
(c) entre o meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e 0 SHm (SCHENK;
HILDEBRANDT, 1972).

No meio MS, a concentracdo do NOs € maior que do NH4 e sua propor¢ao do
N em relacdo a ions como Ca?* e Mg?* é alta (40 e 20:1, respectivamente). Assim, em
termos de concentragdo ibnica e propor¢gdo com os demais no meio de cultivo, esta
variacdo pode estar relacionada com a iniciagdo, crescimento e diferenciacdo dos
explantes in vitro, segundo relatado por Leifert, Murphy e Lumsden (1995), Hajari,
Snyman e Watt (2015) e Wada, Niedz e Reed (2015).

Em abacateiro, fatores como maturidade da semente, presenca de tecido
cotiledonar e constituintes do meio de cultivo, como carvao ativado e reguladores de
crescimento, podem interferir no desenvolvimento in vitro (SKENE; BARLASS, 1983;
SANCHEZ-ROMERO et al., 2007; FUENTES et al., 2013). Da composi¢do do meio, o

uso do meio MS tem se associado a desordens fisiologicas e sintomas de fitotoxidez,
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entanto que meios com concentracdes reduzidas e variagbes na relacdo de
macronutrientes e outras fontes de nitrogénio favorecam a desdiferenciagédo dos
embrides (HARTY, 1985; PLIEGO-ALFARO; MURASHIGE, 1987; RAHARJO; LITZ,
2003). Finalmente, fatores genéticos devem ser considerados, pois em outras
espécies frutiferas, tais como macieira, coqueiro, citros, e outros, a diferenciacdo e
desenvolvimento de 6rgdos a partir de gemas, embrides, e outras estruturas
vegetativas em funcéo da variacdo na composi¢cao do meio, foi genétipo-dependente
(DANTAS et al., 2006; THORPE; YEUNG, 2011; WADA; NIEDZ; REED, 2015).

5.3.3 Viabilidade de eixos embrionarios de embrioes de abacateiro ‘Duke 7’

armazenados por seis meses

O percentual de sobrevivéncia ndo diferiu durante o periodo de avaliacao
(P>0.050) sendo em média, de 93%. Durante 65 dias de incubagéo a variagdo no
tempo de avaliacdo e no desenvolvimento radicular ajustou-se no modelo quadrético
(P=0,022), assim como o dos explantes em estado de roseta (P = 0,230), tal como

apresentado na Figura 42.

4 100% - y =-0,0003x2 + 0,0323x - 0,0653\
p=0,022
—_ y = 0,0004x? - 0,0393x + 1,3029
s 80% -
& ? p =0,2303
£
& 60% -
Q.
> x Enraizada
o 0, .
'2 40% Roseta
ki
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0% K— T T T T T
- 10 20 30 40 50 60
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Figura 42. Regressao da andlise de variancia do desenvolvimento da parte aérea e
radicular de eixos embrionarios de abacateiro ‘Duke 7.

O armazenamento das sementes depende das propriedades intrinsecas da
espécie, de acordo com sua condi¢ao recalcitrante, ortodoxa ou intermediaria (VON
TEICHMAN; VAN WYK, 2008). As sementes de abacateiro sdo consideradas
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recalcitrantes (ROBERTS; KING; 1980), no entanto, o desenvolvimento completo na
germinagao de sementes de ‘Fuerte’ apdés armazenamento em sacos plasticos a 8°C
permitiu a manutencédo da porcentagem de germinacdo acima de 80% durante trés
meses (NEVES; MOREIRA, 1991). Por outro lado, o armazenamento em recipiente
de vidro fechado sob baixa temperatura (3 °C e 10 °C), possibilitou 65% de
germinacao apos armazenadas por 12 meses (AROEIRA, 1962).

O processo de armazenamento de sementes € dinamico e variavel toda vez
gue depende de fatores como o tamanho da semente, estado nutricional da planta
matriz, tipo de reserva, entre outras (BONNER; KARRFALT, 2008). O tipo de
embalagem para armazené-las é considerado fator importante, pois afeta a variacao
e concentracao de gases, tais como nitrogénio e oxigénio, na atmosfera da semente
(HONG; ELLIS, 1995; BONNER; KARRFALT, 2008), sendo que a reducao deste
tltimo favorece a diminuicdo do metabolismo e incrementa a longevidade das
sementes (BONNER; KARRFALT, 2008) o que pode ter favorecido a viabilidade dos

eixos embrionarios de abacateiro apds 0s seis meses de armazenamento.

5.4 Conclusdes

A relacdo da massa: embrido/eixo embrionario foi diferente entre ‘Duke 7’ e
‘Toro canyon’; sendo que a variagao foi apenas na massa dos os embrides.

O armazenamento de sementes a 10 °C para desenvolvimento in vitro dos
eixos, até dois meses, pode ser feito em saco plastico com ou sem perfuracoes.

A incidéncia no desenvolvimento in vitro de eixos embrionarios de abacateiro
foi diferente entre os materiais.

Eixos embrionarios de ‘Duke 7 mantém-se viaveis para cultivo in vitro mesmo

apos seis meses de armazenamento dos embrides.
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APENDICES



Apéndice 1 — Condicbes de temperatura e umidade da sala de crescimento para o desenvolvimento dos explantes obtidos por
enxertia usados para micropropagacao.
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Apéndice 2 - Irradiancia na casa de vegetacao para o desenvolvimento das mudas
de abacateiro sob tratamento com Phytophthora cinnamomi. A Area
para mudas de Toro canyon; b. Area para mudas de Duke 7 (os
quadrados vermelhos indicam a localizagao das plantas).
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Apéndice 3 — Preparo das laminas para microscopia otica do caule de mudas de
abacateiro na regido de inoculagdo com Phytophthora cinnamomi:
Serie gradual de alcool utilizada na desidratacdo; Coloracéo utilizada
no preparo para analise das laminas histolégicas.

5 Quantidade mL
Passos .-\l:/ool Tempo (h) Agua _ o, 1 - .
(Vo) fostilad Etanol 95% FEuanol 100% TBA 100%
1 70 2 30 30 0 20
/- 85 2 15 S0 0 35
3 95 2 0 45 0 55
4 100 2 0 0 25 75
b 100 24 0 0 0 100
6 100 24 0 0 0 100
7 100 24 0 0 0 100
Passos Solugdes lempo (minutos)

1 Xilol 10

2 Xilol 10

3 Xilol 10

- Xilol - Etanol absoluto (1:1) 5

5 Etanol (100%) 5

6 Etanol (100%) 5

7 Etanol (95%) N

8 Etanol (80%) 5

9 Safranina O 30

10 Lavagem em dgua corrente 3-5

11 Etanol (90%) 2-3

12 Etanol (95%) 2-3

13 Etanol (100%) 2-3

14 Etanol (100%) 2-3

15 Etanol + Xilol (3:1) 3

16 Etanol + Xilol (1:1) 3

17 Etanol + Xilol (1:3) 3

18 Xilol 5

19 Xilol 5
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Apéndice 4 — Analise quimica da agua usada durante o desenvolvimento do
experimento para irrigagéo das mudas de abacateiro inoculadas com
Phytophthora cinnamomi.

y unesp 4 UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
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RESULTADO DE ANALISE DE AGUA
REF.LAB.: 127 /2014

INTERESSADO:  EDWIN GUTIERREZ

ENDERECO : edunillanos@hotmail.co

TELEFONE: (16) 9 9605 0325

IDENTIFICACAO DA AMOSTRA: AGUA

DATA E HORA DA COLHEITA : 30/06/2014  08:00 horas
RESPONSAVEL PELA COLHEITA : O Interessado.

EMBALAGEM E ACONDICIONAMENTO: Garrafa de plistico, ~1000 cm’.

DETERMINACOES'" RESULTADOS UNIDADE
1. Cilcio 18,0 mg/L Ca

2. Magnésio 1,1 mg/L Mg

3. Sédio 183 mg/L Na

4. Potassio 2,6 mg/L K

(1) Realizadas seguindo a metodologia do Standard methods for the examination of water and wastewater:
APHA-AWWA, 1998;

Jaboticabal, 22 de julho de 2014.
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Apéndice 5 — Composicdo do meio de cultivo Cenoura-Agar e Lima Bean Agar para
crescimento de Phytophthora cinnamomi.

Cenoura- agar (CA)

16 g agar, 2 g CaCOs, 200 g de cenoura e 900 ml de agua destilada.
Liquidificar a cenoura na velocidade maxima por 40 segundos, filtrar o extrato, usando
gaze (quatro capas), e leve até um litro com agua deionizada, adicione o carbonato

de célcio e o agar, e autoclave.
Lima bean extract agar (LBA)
- Feijao Lima (285 g) congelados e 1 L de agua destilada ou deionizada, filtrar o

extrato, usando gaze (quatro capas), e leve até um litro com agua deionizada, adicione

15 g agar e autoclave. Armazene no escuro.



